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Uber das Garungscoferment im Tierkérper. 
2. Mitteilung.') 


Von 
Otto Meyerhof. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1918.) 


Inhaltsiibersicht: 


. Die Verbreitung des Coferments im Tierkérper. 

. Der Hemmungskoérper der Garung in den Organen. 

. Das physiologische Verhalten des Organcoferments. 

. Die chemischen Eigenschaften des Organcoferments. 

. Vergleich von Coferment und <Atmungskérper>. 

. Anhang: Das Vorkommen des Coferments in keimenden Erbsen. 


In tierischen Organen, insbesondere in der Muskulatur, 
ist, wie ich kiirzlich gezeigt habe, eine Substanz enthalten, 
die als Coferment der alkoholischen Hefegérung wirksam ist. 
Die vorliegende Untersuchung erstreckt sich auf die Fragen, 
in welchen Organen und unter welchen Bedingungen dieser 
Korper nachweisbar ist, und welche etwaigen Besonderheiten 
ihn in seinem chemischen Verhalten und seiner physiologischen 
Wirksamkeit auszeichnen einmal gegeniiber dem in der Hefe 
enthaltenen Coferment der Garung und dann gegeniiber der 
als «Atmungskorper» bezeichneten Substanz, die wir in Hefe- 
und Muskelextrakten vorfanden und mit einiger Wahrschein- 
lichkeit als ein Coferment der Atmung ansprachen. Von dem 
Ergebnis dieser Versuche hangt es ab, ob und inwieweit 
diese drei Kérper nicht allein hinsichtlich ihres physiologischen 
Verhaltens als verwandt, sondern als schlechthin identisch zu 
betrachten sind. Da indes die chemische Natur keines der 
drei aufgeklart ist, so kann auch bei vollig gleichsinnigem Ver- 
halten von ihnen héchstens so viel gesagt werden, daB kein 
Grund vorliegt, sie als verschieden anzusehen. An jede Lésung 
dieses Problems mu sich die weitere Frage anschlieBen, was 





") Vgl. diese Zeitschr., Bd. 101, S. 165 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 
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denn eigentlich das Coferment der Garung tiberhaupt zu tun 
hat. Ohne daf hiertiber etwas ausgemacht werden wiirde, 
hatte es keinen Zweck, tiber die gemeinsame Funktion zu 
spekulieren, die méglicherweise das Coferment bei der Garung 
und Atmung erfiillen kénnte. Doch soll dies Thema erst bei 
spaterer Gelegenheit behandelt werden. Dasselbe gilt fiir die 
Studien zur Muskelatmung, die hier nur kurz herangezogen 
werden sollen, soweit als sie fiir den Zusammenhang von 
Garungscoferment und Atmungskorper sprechen. 


Methodik: Fiir alle Versuche, soweit sie Giérungsmes- 
sungen sind, wurde die Methode von Warburg-Dorner be- 
nutzt: Messung des entwickelten Kohlenséuredrucks mit 
Barcroftschen Blutgasmanometern.'!) Versuchstemperatur 
25° C. Die Atmung wurde, wie bisher, nach der Methode 
von Warburg-Siebeck?) gemessen. Im einzelnen wurde 
nach den Angaben der vorigen Arbeit verfahren. Die zur 
Gewinnung des Macerationssafts dienende Trockenhefe stellte 
ich nach der Vorschrift von Lebedew*) her aus Reinzucht- 
unterhefe der Berliner Hochschulbrauerei. Die Tauglichkeit 
der Hefe fiir diesen Zweck, soweit Garkraft, Haltbarkeit und 
Resistenz gegen schadliche Einfliisse in Frage kommen, nahm 
im Laufe der letzten Monate stindig ab, wahrscheinlich im 
Zusammenhang mit der Kriegsernahrung der Hefe. Es gelang 
in der Regel nicht mehr so glatt wie in den ersten Versuchen, 
das Coferment im Ultrafiltrationsapparat restlos auszuwaschen, 
ohne die Zymase des Riickstandes zu schadigen. In andern 
Fallen lie8 sich das Coferment iiberhaupt nicht véllig aus dem 
Riickstand entfernen, trotz starken Waschens. Man mubBte 





') Diese Zeitschr., Bd. 81, S. 99 (1912). Die Kohlensiuremenge 
in Kubikzentimetern (0°, 760 mm) berechnet nach der Formel: COQ, 


tid J wo p die Druckzunahme in Millimeter Mano- 


a a.p. 
= {0000(1-Fat) * 10000” 
meterfliissigkeit (10000 = 1 Atm.) bedeutet, v Volumen des Gasraumes 
der Girungsgefafe (meist 42 ccm), F angewandte Fliissigkeitsmenge (1,2 ccm), 
a Absorptionskoeffizient fiir Kohlensaure darin bei 25° (0,76). 

*) Abderhaldens Handbuch der Biochem. Arbeitsmethoden, VIII, 


S. 12. 
8) Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 447 (1911). 
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sich daher 6fters mit einer nicht vdlligen Inaktivierung des 
Riickstandes begniigen. Auch wurde die Zugabe einer Spur 
Hexosephosphat, die bisher nur wiinschenswert erschien, um 
die Verzégerung der Angarung aufzuheben, absolut notwendig, 
weil der Macerationssaft sonst Ofters tiberhaupt nicht mehr in 
Garung geriet. Das hexosediphosphorsaure Na wurde wie bisher 
durch Umsatz des Calciumsalzes mit Natriumoxalat hergestellt. 
Als Calciumsalz wurde das Préparat «Candiolin» von Bayers 
Farbwerken benutzt, das nach Angabe der Firma reines mittels 
Hefe hergestelltes Calciumhexosephosphat ist und fiir dessen 
Uberlassung ich der genannten Firma zu grofem Dank ver- 
pflichtet bin. Endlich mufte auch die zuzugebende Phosphat- 
menge genau ausprobiert werden, da die Giarung bei geringer 
Uberschreitung des Optimums stark gehemmt sein konnte. Durch 
all dies wurden die Versuche erschwert, aber irrefiihrende 
Fehler konnten nicht entstehen. 


1. Die Verbreitung des Coferments im Tierkorper. 


Es scheint, da8 alle tierischen Organe das Coferment ent- 
halten. Festgestellt wurde es beim Frosch in der Muskula- 
tur, Leber, Ovarien, bei der Ratte in der Muskulatur, beim 
Kaninechen in Muskeln, Leber, Lunge, Niere. Deutlich nach- 
weisbar, aber in geringerer Konzentration findet es sich in 
der Milch (Ziegen-, Kuhmilch), es fehlt im Blutserum (Rinder- 
serum). Bei identischer Herstellung der Extrakte: Kochen des 
feingeschnittenen Organs mit der gleichen Gewichtsmenge 
destillierten Wassers und Filtration, erhalt man die wirk- 
samsten Ausziige aus Froschmuskulatur, schwichere sowohl 
aus Siéugetiermuskulatur wie aus allen andern genannten 
Organen. Bei den hier gewahlten Versuchsbedingungen, ins- 
besondere einem Uberschu8 an zugesetztem Phosphat, wo- 
durch der Einflu8 des wechselnden Phosphatgehalts der Organe 
herabgedriickt wird, ist es ceteris paribus — vor allem bei Einhal- 
tung der gleichen Reaktion der Fliissigkeit und gleicher Zymase- 
konzentration — gestattet, aus der Gdrungsgeschwindigkeit auf die 
Cofermentmenge zu schliefen und fiir bestimmte Versuchszeiten 
wenigstens eine Gleichsinnigkeit zwischen beiden anzunehmen. 

1* 
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Tabelle I. 


Die unter einer Nummer angefiihrten Versuche gehédren zu der- 
selben Versuchsserie. Die Experimente sind im Anschluf an die erste 
Mitteilung fortlaufend numeriert. 

In jedem Versuch benutzt: 1,2 ccm Flissigkeit, darin 0,2 ccm 
20°/oige Fruktose (bei 9. Glukose), 0,1 ccm ™/so hexosediphosphorsaures 
Natrium, 0,1ccm KH,PO, von wechselnder Konzentration; 0,2 ccm drei- 
fach eingedickter Ultrafiltrationsriickstand (Zymase), mit wechselnden 
Mengen Wasser gewaschen, und die angegebenen Zusiaize. 























Versuchs- 
zeit 
9. Je 0,lccm ™/s-KH,PO, Riickstand mit 860fach 
Wasser gewaschen. 2 Std. 20/ 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser ...... : 0,04 
>» QS «s Gee. « «& es 6 oe 4 et eS 2,74 
>» 0,6 » Muskelkochsaft (Frosch) .... . 1,34 
» 0,6 » Leberkochsaft ( » )..... 0,80 
» 0,6 » Ziegenmilch (roh) . -+..... - 0,27 
10. Je 0,1 ccm ™/2-KH,PO,, Riickstand 110 fach Wasser. 1 Std. 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser eh eine 0,224) 
>» 0,6 » Muskelkochsaft (Frosch) ..... 2,38 
» 0,6 » OQOvarialkochsaft( » ) ..... 1,05 
11. Je 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, Riickstand 80 fach Wasser. 1 Std. 50’ 
Mit 0,6 ccm destillierttem Wasser ....... 0,06 
>» O,6 » Hefekochsaft....... ‘4a 4,17 
>» 0,6 » Muskelkochsaft (Ratte)...... 2,22 
>» 0,6 » Kuhmilch (gekocht). .... . - 0,20 
12. Je 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, Riickstand 290 fach Wasser. | 3 Std. 30/ 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. ..... . 0,05 
>» 0,6 » Muskelkochsaft (Kaninchen). -. . 1,95 
» 0,6 » Leberkochsaft ( . cic ee 4 1,45 
>» 0,6 » Nierenkochsaft ( » a eS 1,74 
>» 0,6 » Lungenkochsaft ( . Dis: a: %. 8 1,66 
>» 0,6 » Ochsenserum (roh).....+..e. 0,04 
>» OG >» > (gekocht)...... 0,05 








2. Der Hemmungskorper der Garung in den Organen. 


Stellt man die Organausziige statt durch Kochen durch 
bloBes Schiitteln der feingeschnittenen Organe mit kaltem 





1) Vgl. Methodik S. 3. 
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Wasser her, so sind sie nicht imstande, die Giarung des ge- 
waschenen Riickstandes zu aktivieren. Dies gilt von allen 
Organen, wahrend sich bei Milch nur ein geringer Unterschied 
von roher und gekochter ergibt. Als niachstliegender Grund 
konnte hierfiir in Betracht kommen, daf in der Kialte das 
Coferment aus den Geweben nicht extrahierbar wire. Kocht 
man nun aber einen kalten Organauszug nachtriglich auf, so 
ist jetzt eine deutliche, allerdings verhaltnismifig schwache 
Wirksamkeit nachweisbar; sie betragt etwa '!/¢ der des heif®en 
Organextraktes. Dieser letztere Unterschied ist, wie sich auch 
aus weiterhin folgenden Versuchen ergibt, in der Tat auf un- 
geniigende Extraktion des Coferments in der Kialte zu be- 
ziehen. Wie kommt aber die Aktivierung des kalten Organ- 
auszuges durch Kochen zustande? Entweder wird durch Kochen 
erst die wirksame Substanz gebildet oder ein Hemmungskorper 
zerstort. Dies la8t sich dadurch entscheiden, dafi man etwas 
kalten Organauszug zu dem Gé&rungssystem Riickstand -++- Mus- 
kelkochsaft hinzugibt: Die Garung desselben wird gehemmt. 
Der so nachgewiesene Hemmungsstoff wirkt nun aber nicht 
etwa nur in Gegenwart des «tierischen» Coferments. Setzt man 
vielmehr kalten Organauszug zum System: Riickstand +- Hefe- 
kochsaft, oder zum unfiltrierten Macerationssaft, so ist die 
Garung bei entsprechenden Mengen wiederum total gehemmt. 
(Zusatz von Muskelkochsaft steigert dagegen die Garungsge- 
schwindigkeit wegen Vermehrung des Coferments. Vgl. Vers. 17.) 


Tabelle II. 


Zusammensetzung der Gairungsgemische im ganzen wie in Tab. I. 
Organausziige vom Frosch, falls nicht anders bemerkt. 














Versuchs- 
ccm zeit 
13. 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, Riickstand mit 1200 fach 
Wasser gewaschen. 2 Std. 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. ...... 0,04 
>» 0,6 » Muskelkochsaft ....+..+..-. 1,69 
> 0,6 » kaltem Muskelextrakt ...... 0,02 
>» 0,6 »  kalt., nachtragl. gekocht. Muskelextr. 0,26 
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Tab. II (Fortsetzung). 


























f _-—__- —____—- 8 8 ________________________]} 
CO, | Versuchs- 
ccm zeit 

14. 0,1 com ™/s-KH,PO,, Riickstand, 450fach Wasser. 2 Std. 

Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. ...... 0,05 
>» 0,6 » Muskelkochsaft. ......... 1.97 
» O,6 » kaltem Muskelextrakt. ...... 0,05 
>» 0,6 »  kalt. Muskelextr., nachtragl. gekocht | 0,31 
15. Vgl. Vers. 12, Riickstand, 290fach Wasser. 3 Std. 30/ 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser ....... 0,05 
» 0,6 » Leberkochsaft (Kaninchen) .... 1,45 
» 0,6 » kaltem Leberextrakt (Kaninchen). . | 0,05 | 
16. 0,1 ccm ™/:-KH,PQ,, Riickstand mit 3000fach 
Wasser gewaschen. 2 Std. 50’ 
mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. ..... . 0,05 
» 0,3  » Muskelkochsaft -+- 0,3 ccm dest. 
«Ss sw ae @ See 0,90 
» 03 » Muskelkochsaft -+ 0,3 ccm kaltem 
Muskelextrakt ......... 0.17 
17. 0,1 ™/s-KH,PO,, unfiltrierter Macerationssaft. 30’ 
0,6 ccm Macerationssaft -++- 0,2 ccm dest. Wasser . 2,12 
0,2 > > +06» » >»  . | 0,87 
0,2 » . -+-0,6 » Muskelkochsaft | 0,88 
0,2 » > -+-0,6 » kalter Muskel- 
ME ks ks oe OE Se SO 0,02 








Greift der Hemmungskoérper nur das Coferment oder die 
Zymase oder das ganze Girungssystem an? Das laBt sich 
offenbar durch Variation der Mengenverhaltnisse der Garungs- 
komponenten ermitteln. Zymasemenge und -Konzentration wird 
erhoht oder verringert durch Benutzung von mehr oder weniger 
Riickstand auf die gleiche Fliissigkeitsmenge; die Coferment- 
menge durch Verwendung verschiedener Mengen Kochsaft. 
Man erreicht die extremsten Unterschiede, wenn man einmal 
sehr viel Zymase (Riickstand) mit sehr wenig Coferment zu- 
sammen benutzt, und umgekehrt. Setzt man nun zu diesen 
Gemischen genau gleich viel kalten Muskelextrakt, und zwar 
so viel, daB er eine noch nicht ganz vollstandige Hemmung 
bei durchschnittlichen Verhiltnissen hervorruft, so ist folgendes 
zu erwarten: Greift der Hemmungskorper allein die Zymase 
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an, so muB die Hemmung bei Vermehrung der Zymase (Riick- 
stand) geringer werden und ebenso umgekehrt, ohne Riicksicht 
auf die Cofermentmenge; geschieht anderseits der Angriff 
am Coferment, so wird die Hemmung bei einem Uberschuf 
an Coferment verringert; wiirde die Hemmung das ganze 
Garungssystem betreffen, so miiften die Variationen, wenn die 
GarungsgroSe durch sie nicht sehr verindert wird, ohne be- 
deutenden Einfluf sein. Nun ergibt sich ganz ausgesprochen 
das erste Resultat: Die Hemmung nimmt ab bei steigender, 
nimmt zu bei herabgesetzter Zymasemenge und sogar im um- 
gekehrten Sinn variierter Cofermentmenge. Der Hemmungs- 
korper greift also allein die Zymase an. Bei geeigneter Wahl 
der Mengenverhaltnisse kann die Hemmung durch die gleiche 
Menge kalten Extrakts im gleichen Flissigkeitsvolumen in einem 
Extrem fast 100 °/o, im andern kaum 10 °/o betragen (Vers. 
Nr. 19). Fiir die Kombination: wenig Zymase -++- viel Coferment 
versetzt man zweckmafig eine geringe Menge unfiltrierten 
Macerationssafts mit viel Muskel- oder Hefekochsaft. 

Hierzu sei noch eine interessante, aber nicht vollig auf- 
geklarte Beobachtung mitgeteilt: in allen «gehemmten>» Ver- 
suchslésungen tritt eine mit der Zeit immer starker werdende 
Fallung auf, die an die Failungen erinnert, die man im HefepreB- 
saft und Hefemacerationssaft durch Narkotika in hemmenden 
Konzentrationen erhalt. Doch la8t sich in unserm Fall nicht 
ausschliefen, dai Eiweifkérper des tierischen Extrakts und 
nicht des Hefeextrakts gefallt werden. 


Tabelle III. 


Zusammensetzung wie vorher. Besonderheiten angegeben. 

















CO, iy emmung Versuchs- 
ccm | zeit 
18. 1,4 ccm Fliissigkeit. 0,1 ccm m-KH,PQ,. 
A. Wenig Zymase, viel Coferment. Je | 
0.2 cem unfiltrierter Macerationssaft. 1 Std. 30’ 
Mit 0,8 ccm destilliertem Wasser ..{ 0,64 
>» 05 » Hefekochsaft +- 0,35 dest. 
ee 1,57 | | 
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Tab. Ill (Fortsetzung). 


| CO, |Hemn Versuchs- 

















emmung 
ccm %/o zeit 
mit 0,5 ccm Hefekochsaft + 0,35 kaltem 
Muskelextrakt. .... 0,02 100 
» 0,5 » Muskelkochsaft +-0,35 net 
SN 6: 6 6. See @ 1,16 
>» 0,5 » Muskelkochsaft--0,35 kalt. | 
Muskelextrakt. ..... | 0,02 100 
B. Viel Zymase, wenig Coferment. Je 
0,4 ccm 3fach eingedickter Riickstand, 140- 
fach Wasser gewaschen. 2 Std. 10’ 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. . -| 0,04 
>» 0,3 » Hefekochsaft -+- 0,35 dest. 
ee 1,38 
» 0,3 » Hefekochsaft-{-0,35 kaltem 
Muskelextrakt. ...../] 0,55 60 
C. Mittlere Mengen. Je 0,12 ccm Riick- 
stand. 2 Std. 10’ 
Mit 0,5 ccm Hefekochsaft +- 0,35 destil- ) 
liert. Wasser .. 6» © » 1,15 
>» 0,5 » Kochsaft + 0,35 kalt. Mus- 
ee ___ kelextrakt.— ee ok ee 0,13 88 
19. 15 ¢ ccm Fliissigkeit. 0,1 ccm m-KH,POQ, 
A. Wenig Zymase, viel Coferment. — 
0.2 ccm Macerationssaft. 45 
Mit 0,55 ccm Hefekochsaft -+ 0,25 dest. 
Te « @ 66 eee G 0,73 
>» 0,55 » Hefekochsaft + 0,25 kalt. 
Muskelextrakt .- ...| 902 100 
B. Viel Zymase, wenig Sahn, 
0,6 cem 3 fach eingedickter Riickstand, 310- , 
fach Wasser gewaschen. 1 Std. 30 
Mit 0,25 ccm Hefekochsaft -+- 0,25 dest. 2 BB 
Wasser ...... aad 
>» 0,25 » Hefekochsaft + 0,25 kalt. 
Muskelextrakt ..... 2,25 10 
C. Mittlere Mengen. Je 0,2 ccm Riick- 
stand. 
Mit 0,8 ccm destilliertem Wassser . .| 0,05 
>» 0,6 » Muskelkochsaft-+0,25ccm 
dest. Wasser ...... 1,89 
>» 0,6 » Muskelkochsaft +-0,25 ccm 
kaltem Muskelextrakt . .| 0,38 80 
>» 0,6 » Muskelkochsaft + 0,25 ccm 
kalt. Muskelextr. (1/s St.60°) | 0,52 72 























Uber das Garungscoferment im Tierkérper. 2. Mitteilung. 9 


Unter Nr. 19 C ist als letzte Reihe ein Versuch regi- 
striert, bei dem der kalte Muskelextrakt 1/2 Stunde auf 60° er- 
warmt wurde; dadurch ist nur eine geringe Abschwachung 
seiner Hemmungskraft eingetreten. 

Auf die gleiche Weise wie im kalten Muskelauszug laBt 
sich der Hemmungsk6rper auch in den andern Organextrakten 
nachweisen, doch ist er in innen — nach derselben Methode dar- 
gestellt — in erheblich kleinerer Konzentration vorhanden. Am 
wenigsten findet man in der Milch. VO6llig fehlt er im Blutserum. 
Es besteht also eigentiimlicherweise ein Parallelismus zwischen 
dem Gehalt an Coferment und an Hemmungskorper; doch ist das 


vielleicht zufallig. *) 
Tabelle IV. 
Hierzu Versuch Nr. 15. 


Vgl. Tab. I. 


Organe vom Frosch. 





2 | CO, Hemmung Versuchs- 
ccm %o zeit 





20. 1,3 ccm Flissigkeit. 0,1 ccm m-KH,PO,, 
Riickstand 210 fach gewasch., je 0,2 ccm. 2 Std. 

Mit 0,7 ccm destilliertem Wasser. . .| 0,33 

> 0,5 » Muskelkochsaft -+- 0,2 dest. 





ee ee 2,30 
>» 0,5 » Muskelkochsaft -++ 0,3 kalt. 
Ovarialextrakt ..... 1,58 30 
21. 1,2 ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,PQ,, 
Riickstand 1500fach gewaschen. 2 Std. 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. . .| 0,08 
>» 0,6 » gekochter Ziegenmilch. .| 0,20 


>» 0,6 » roher Ziegenmilch .../| 0,18 
22. 1,3 ccm Flissigk. 0,15 ccm ™/:-KH,POQ,. 

















Je 0,35 ccm Macerationssaft. 1 Std. 30° 
Mit 0,5 ccm gekochter Kuhmilch*) . .j; 1,57 
>» 0,5 » roher Kuhmilch...../| 1,33 15 
23. 1,2 ccm Flissigkeit. 0,05 ccm m-KH,PQ,. 
Je 0,3 ccm Macerationssaft. 4 Std. 
Mit 0,6 ccm destilliertem Wasser. . .| 3,33 
> 0,6 » kaltem Muskelextrakt . .{| 0,13 96 
> O6 >» >»  OQOvarialextrakt . .| 1,02 70 
> 0,6 >» > Leberextrakt. . .j; 0,79 76 
>» 0,6 » rohem Ochsenserum. . .| 3,60 0 





1) Das Vorhandensein dieses Hemmungskérpers macht eine alko- 
holische Gdrung in den iiberlebenden Organen, wie sie z. B. Stoklasa 
nachgewiesen zu haben glaubt (Pfliigers Archiv, Bd. 101, S. 311, 1904) 
schon allein sehr unwahrscheinlich. Vgl. auch Harden und Maclean, 
Journ. of. physiology, Bd. 42, S. 64 (1911). 

*) Auch gekochte Kuhmilch hemmt die Gérung etwas aus unbe- 
kannten Griinden. 
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Die Zerstérung des Hemmungskorpers durch Kochen legt 
den Gedanken nahe, daf es sich um ein koagulierendes Protein 
handelt. In diese Richtung deutet auch der Umstand, da er 
ein Ultrafilter nicht passiert. Saugt man kalten Muskelextrakt 
durch ein Collodiumfilter, so hemmt das Ultrafiltrat nicht nur 
nicht die Gérung des Macerationssafts, sondern steigert sie 
sogar etwas: im Gegensatz zum Hemmungskorper ist ja das 
Coferment dialysabel. Allerdings durchdringt auch das Cofer- 
ment das Collodiumfilter nicht glatt und ungeschadigt, wie aus 
dem langwierigen Waschen zu seiner volligen Entfernung im 
Macerationssaftriickstand sowie aus direkten Versuchen her- 
vorgeht, und da schon der kalte Muskelextrakt nur wenig 
Coferment enthalt, ist es nicht verwunderlich, da8 der Cofer- 
mentgehalt im Ultrafiltrat desselben zu gering ist, um ge- 
waschenen Riickstand zur Garung zu aktivieren. 


Tabelle V. 


Von hier an alle folgenden Versuche mit Froschmuskulatur. 












24. 1,4ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,PO,. 0,6 ccm 
Macerationssaft. 45° 
Mit 0,4 ccm destilliertem Wasser ....... 2,06 
» 04 » Ultrafiltrationsriickstand von kaltem 
Muskelextrakt ......-.. cs 0,08 
» O04 » Ultrafiltrat von kaltem Muskelextrakt | 2,39 
» O04 » aufgekochtem Ultrafiltrat von kaltem 
ee eee a ee 2,40 
25. Schidigung des Coferments durch Ultrafiltration 
von Hefekochsaft: Von 5 ccm werden 4 ccm durchs 
Kollodiumfilter gesaugt. 1,5 ccm Flissigkeit. 
0,1 ccm ™/s-KH,PO,, 0,25 Riickstand von Mace- 
rationssaft, 95fach gewaschen. 1 Std. 50’ 
Mit 0,8 ccm destilliertem Wasser....... 0,23 
>» OB » Hefekochesaft .. 2s ce essere 4,18 
>» 0,8 » Riickstand von Hefekochsaft .. . 3,95 
> O08 » Ultrafiltrat von Hefekochsaft ... 1,03 
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3. Das physiologische Verhalten des Organ- 
Coferments. 


Uber die Rolle des Coferments bei der Girung ist so 
gut wie nichts bekannt. Wir fragen hier nur, ob die Kinetik 
des Girungsverlaufes bei Benutzung des Muskelkochsafts merk- 
lich verschieden ist von der mit Hefekochsaft beobachteten. 
Das ist in der Tat nicht der Fall; denn die Abweichungen, 
die sich zunichst zeigen, verschwinden bei genauerer Analyse 
der Erscheinungen oder geringen Modifikationen der Versuchs- 
anordnung. Der Muskelkochsaft enthélt viel weniger freies 
Phosphat als der Hefekochsaft. Diese Differenz ist keineswegs 
gegeniiber dem Phosphatzusatz zu vernachlissigen, denn der 
Phosphatgehalt von 0,6 ccm Hefekochsaft entspricht etwa 
0,15 ccm ™/2-KH,PO,, der im Muskelextrakt ist nur ein Sechstel 
hiervon. Nach den schénen Untersuchungen Hardens und 
Youngs!) bedingt aber ein Uberschu8 an freiem Phosphat 
(iiber das jeweils durch Hexosephosphatzersetzung frei werdende) 
eine Mehrbildung einer dem Phosphat 4quimolekularen Kohlen- 
siuremenge. Dieser Umstand wirkt nun in unserm Fall zu- 
sammen mit dem geringeren Cofermentgehalt des Muskel- 
kochsafts und bedingt, daf wihrend der «Phosphatsteige- 
rung» der Garung in gleichen Zeiten weniger CO, gebildet 
wird als mit Hefekochsaft. Anderseits erfolgt aber nach 
den Untersuchungen Hardens der Anstieg der Géarungs- 
geschwindigkeit am Anfang bei kleiner Phosphatkonzentration 
schneller als bei hoher — tibrigens bei verschiedenen PreB- 
siften mit starken individuellen Schwankungen, die zum 
Teil sicherlich durch wechselnden Cofermentgehalt bedingt 
sind —, und auch dies lat sich durch Messungen in kurzen 
Zwischenréumen (10 Min.) beim Vergleich der Wirkung von 
Hefekochsaft und Muskelkochsaft feststellen. Ich méchte hier 
von genauerer Betrachtung der Garungskinetik Abstand nehmen 
und verzichte auf weitliufige Mitteilung der Versuchsergebnisse. 
Jedenfalls wird die Verschiedenheit der Geschwindigkeitskurve 





‘') Zusammenfassung: Harden, «Alcoholic Fermentation». London 
1911 (Monographs on Biochemistry). 
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der Girung in beiden Fallen so vollstandig durch die quanti- 
tativen Differenzen der Phosphat- und Cofermentkonzentration 
erklirt, daB sich der Gehalt an freiem Phosphat in den beiden 
Kochsiiften schon allein aus dem Girungsverlauf genau be- 
rechnen lief. 

Als eine weitere Differenz der beiden Kochsiafte erschien 
es anfangs, daf} die merkwiirdige, ganz enorme Steigerung 
der Girungsgeschwindigkeit durch arsensaures Salz, die von 
den englischen Forschern studiert und durch beschleunigten 
Zerfall des Hexosephosphats erklart worden ist, zwar mit nicht 
zu stark gewaschenem Macerationssaftriickstand und Hefekoch- 
saft stets zu erhalten war, aber unter gewohnlichen Umstinden 
niemals mit Muskelkochsaft. 

Indessen la®t sich hier auch zeigen, dai sekundire 
Momente daran schuld sind, und zwar vor allem der zu geringe 
Phosphatgehalt des Muskelextrakts. Wahrend nimlich die Zu- 
gabe von Phosphat zum Hefekochsaft die Wirkung des arsen- 
sauren Natriums eher abschwacht (entsprechend den Hem- 
mungen durch zu hohe PO,-Konzentration), ist dieselbe in der 
Menge von 0,1 ccm ™/2-KH,PO, unbedingt erforderlich, um eine 
typische, wenn auch nicht ganz so starke Arseniatsteigung in 
Gegenwart von Muskelkochsaft hervorzurufen. Es scheint, da8 
es sich hierbei nicht, oder jedenfalls nicht allein, um eine 
unmittelbare Wirkung des Phosphats als Komponente der 
chemischen Giarungsreaktion handelt — denn dafiir ist auch 
im Muskelextrakt noch genug vorhanden —, sondern um einen 
schiitzenden Einflu8 desselben gegen eine von Arseniat her- 
vorgerufene Schiidigung der Zymase bezw. eines Teils des 
Enzymkomplexes. 


Versuch 26. 


Bestimmung des durch Magnesiamixtur faillbaren Phosphats. 
(Vgl. Treadwell, Quantitative Analyse II, S. 358 (5. Aufl.).) 


In 20 ccm Macerationskochsaft gefunden 0,258 g Mg,P,0,; entspricht 
0,83°%o P,O, oder 0,116 m PO, pro Liter. 

In 17 ccm Muskelkochsaft gefunden 0,037 g; entspricht 0,14 °/o P,O; 
oder 0,02 m PO, pro Liter. 
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Steigerung der Gdrungsgeschwindigkeit durch arsensaures Na 
(0,1 com ™/so) im System: Riickstand +- Hefekochsaft und Riickstand 
-+ Muskelkochsaft. 



































r ate 
co, | Arse yorsuhs 
ccm 99 zeit 
27. 1,5ccm Fliissigkeit. Riickstd. schwach 
(30 fach Wasser) gewaschen; 3 fach ein- 
gedickt. 1 Std. 30’ 
Zusitze: 
0,7 ccm dest. Wasser -}- 0,2 ™/10-Phos- 
4g a a a a 0,53 
0,7 » Muskelkochsaft -+-- 0,2 ™/10- 
Phosphat. ...... ° 1,04 
0,7.» Muskelkochsaft -+- 0,2 m/40- 
Phosphat -++ 0,1 ™/so-Arseniat | gehemmt 
0,7 » Hefekochsaft-+-0,2dest.Wasser! 1,69 
0,7 » Hefekochsaft -+- 0,1 Arseniat 
-+- 0,1 dest. Wasser. .... 4,03 160 
28. 1,4.ccm Flissigkeit. Riickstand 400 fach | 
mit Wasser gewaschen. 
Zusiatze : 
0,8 ccm dest. Wasser ....... 0,05 1 Std. 10’ 
0,55 » Hefekochsaft-+-0,2dest.Wass.| 1,85 2 » 10’ 
0,55 » Hefekochsaft -+- 0,15 ™/10-Ar- 
a 4,37 135 2 » 10’ 
0,55 » Hefekochsaft di 0,1 mjse-Ar- 
niat +- 0,1 dest. Wasser . .| 4,65 150 {2 » 10’ 
0,6 » Muskelkochsaft -+ 0,1 dest. 
. MEE We ae ee ee 0,26 1 » 10° 
0,6» Muskelkochsaft +- 0,1 ™/so- 
Arseniat ..... 0,18 1 » 10 
0,6 » Muskelkochsaft mit Phosphat 
gekocht (entsprechend 0,1 ccm 
m/s-Phosphat) -+- 0,1 dest. 
a er a ee 0,70 1 » 10 
0,6  »  gleicher Muskelkochsaft (mit 
Phosphat) + 0,1 ™/so-Arseniat | 1,22 75 1 » 10’ 





*) Fir diese und manche spatere Versuche ist statt KH,PO, 


noch giinstigere Gemisch: 2 K,HPO, + 1 KH,PO, benutzt worden. 
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Tab. VI (Fortsetzung), 

















co, pnt Versuchs- 
ccm 10 zeit 
29. 1,5 ccm Fliissigkeit. Riickstand mit 
95fach Wasser gewaschen. 2 Std. 10’ 
Zusatze : 
0,8 ccm dest. Wasser -+- 0,1 ™/s-Phos- 
aa ee ee -| 0,25 
0,7 » Muskelkochsaft -++-0,1™/s-Phos- 
phat + 0,1 dest. Wasser ..! 2,00 
0,7 » Muskelkochsaft-+-0,1 ™/2-Phos- 
phat -++ 0,1 ™/eo-Arseniat ..{| 3,19 60 


4. Die chemischen Eigenschaften des Organ- 
Coferments. 


Uber das chemische Verhalten des Garungscoferments der 
Hefe ist, abgesehen von seiner Dialysierfahigkeit, wesentlich 
das folgende bekannt: Obwohl es fiir einige Zeit kochbestindig 
ist, wird es durch mehrstiindiges Kochen am RiickfluSkiihler 
zerstort, noch schneller in alkalischer Lésung.'!) Es wird durch 
hochkonzentrierten Alkohol und Aceton gefallt.2) Diese Fallung 
ist aber haufig nicht vollstandig, wie mir scheint, besonders 
dann, wenn andere alkoholfallbare Substanzen schon aus der 
Lésung entfernt sind. In Gegenwart von 50 °/o Alkohol bleibi 
das Coferment vollstandig gelést.5) Wird eine solche Losung 
eingedampft, bei neutraler Reaktion mit tiberschtissigem Blei- 
acetat versetzt, filtriert und mit Schwefelwasserstoff behandelt, 
so ist nach Harden und Young‘) der tiberwiegende Teil des 
Coferments im Filtrat nachweisbar, nur ein geringer wechselnder 
Anteil mit Bleisalz gefallt worden, was die englischen Forscher fiir 


L4 





1) Siehe u.a. Buchner und Haehn, Biochem. Zeitschr., Bd. 19, 
S. 191 (1909); ferner Euler, «Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Gdrung», 1915. 

*) Buchner und Ducharéeck, Biochem. Zeitschr., Bd. 15, S. 221 
(1909). Aceton fallt besser als Alkohol. 

*) Harden, Alcoholic fermentation, S. 62. Vgl. auch Hagman, 
Biochem. Zeitschr., Bd. 69 (1915). 
*) Harden, a. a. 0Q., S. 62. 
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einen mehr nebensiachlichen, auf Adsorption beruhenden Befund 
halten. (Unterschied gegen Hexosephosphat, das mit Bleisalz 
fallt.) +) 

Eine groBe Zahl von Versuchen wurde der Frage ge- 
widmet, ob sich das Muskelcoferment in all diesen Punkten 
ebenso verhalt. Das Ergebnis ist nicht ganz befriedigend, 
woran zum Teil die mafig gute Beschaffenheit der Macerations- 
safte die Schuld trug, die eine vollige Inaktivierung des Riick- 
standes teils nicht ermdglichten, teils nicht vertrugen, zum 
andern Teil die iiberaus groBe Empfindlichkeit des gepriiften 
Korpers gegeniiber jeder Art chemischer Einwirkung. Zu- 
sammenfassend lift sich aber sagen, daf diese grofe Labilitat 
wie auch andere Besonderheiten doch nicht so betrachtlich 
von dem Verhalten des Hefecoferments abweichen, um nicht 
durch Milieueinfliisse erklarbar zu sein. Hinsichtlich der Thermo- 
stabilitat stimmen beide Korper vollig tiberein; die Fallbarkeit 
durch Alkohol und Aceton erscheint bei dem Muskelcoenzym 
etwas geringer zu sein; anderseits ist die Fallbarkeit durch 
Bleisalz gréfer, als nach den Angaben Harden und Youngs 
erwartet wurde; aber das Hefecoferment verhilt sich in meinen 
Versuchen hier ganz ahnlich; endlich werden beide von Tier- 
kohle ziemlich stark adsorbiert. 


A. Kochbestandigkeit und Alkoholfallbarkeit. 


Durch einige Minuten langes Kochen andert sich die Wirk- 
samkeit des Muskelkochsafts nicht merklich. Dampft man ihn 
im Vakuum bei 40° auf etwa !/s ein und verdiinnt aufs urspriing- 
liche Volumen, so ist eine sehr geringe, aber immerhin merk- 
liche Abschwiachung eingetreten; diese ist nur wenig gro6fer, 
wenn man zuvor mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohol 
versetzt, filtriert und das Filtrat ebenfalls im Vakuum bei 40° 
auf 1/s des urspriingiichen Volumens eindampft; dampft man 
starker ein, so wird die Abschwachung etwas starker. 

Engt man den Muskelkochsaft auf offener Flamme auf ein 





) Die Spaltung des Gdrungscoferments durch Lipase aus Rizinus- 


samen (Buchner und Klatte, Biochem. Zeitschr., Bd. 8, S. 520) (1908) 


konnte nicht gepriift werden, da das Praparat nicht zu beschaffen war. 
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kleines Volumen ein, auf dem Wasserbad zur Trockne, und er- 
hitzt dann noch etwa eine Stunde, so ist allerdings die Aktivitat 
stark verringert, aber doch noch nicht ganzlich aufgehoben. In 
all diesen Punkten verhdlt sich der Hefekochsaft genau ebenso. 

Versetzt man den Muskelkochsaft mit so viel absolutem 
oder 96°/oigem Alkohol, da8 die Alkoholkonzentration etwa 85 °/o 
betraigt, wascht den Niederschlag mit absolutem Alkohol nach 
und schwemmt ihn wieder in Wasser auf, wahrend man anderseits 
das Alkoholfitrat bei 40° im Vakuum eindampft und wieder aufs 
alte Volumen bringt, so ergibt sich, da8 nur etwa die Hilfte 
gefallt worden und etwas weniger im alkoholischen Filtrat ge- 
blieben ist. Mit Aceton wurden keine besseren Resultate erzielt. 
Das Hefecoferment scheint nach den Versuchen verschiedener 
Autoren unter diesen Umstinden vollstandiger niedergeschlagen 
zu werden. 























Tabelle VII. 
CO, | Versuchs- 
ccm zeit 

30. 1,2 cem Fliissigkeit. 0,1 ccm m-KH,PQ,, Riick- 

stand mit 110fach Wasser gewaschen. Ein Teil 

des Muskelkochsaftes im Vakuum 3 fach konzen- 

triert, ein anderer Teil mit 1 Vol. Alkohol ver- 

setzt; das Filtrat 10fach konzentriert und aufs 

alte Volumen gebracht. 
Zusitze: 1 Std. 

0,6 com dest. Wasser. . .. +... coves] OS 

06 >» Muskelkochsaft. .. +. .2«.s-see-s 2,38 

0,2 » S8fach konz. Muskelkochsaft. ...-:-. 2,00 

06 >» 8 » » an Le se - | 3,03 

0,6 » Alkoholfiltrat, eingeengt und wieder ver- 

rn Tea eT se 1,51 

31. 1,2 ccm Fliissigkeit. 0,1 ccm m-KH,PO,, Riick- 

stand mit 100fach Wasser gewaschen. Muskel- 

kochsaft zum Teil mit 1 Vol. Alkohol versetzt. 

Filtrat auf ‘/: des urspriing]. Vol. im Vakuum ein- 

gedampft. 2 Std. 40’ 
Zusitze : 

0,6 com dest. Wasser. . - 2... ++ ee ees 0,30 

0,6 » Muskelkochsaft ..... tren 

0,3» Alkoholfiltrat (2fach konz.)...... 2,52 
































& 
| 
§ 
4 
E 
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Tab. VII (Fortsetzung). 


SSS 























CO, | Versuchs- 
ccm zeit 

32. 1,2 ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,PO,, Riick- 

stand mit 80fach Wasser gewaschen. Hefekoch- 

saft zum Teil mit 1 Vol. Alkohol versetzt. Filtrat 

im Vakuum auf '/s Vol. eingedampft. 1 Std. 40’ 
Zusitze : 

en ek, Tee. sw 6 4 és 0,28 

Ge © MI. . « oc et meme es 3,15 

0,3» Alkoholfiltrat (2fach konz.) ...... 2,52 
33. 1,3 ccm Flissigkeit. 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, Riick- 

stand mit 750fach Wasser gewaschen. Ein Teil 

von Muskelkochsaft und Hefekochsaft zur Trockne; 

1'/s Std. auf kochendem Wasserbad erhitzt und 

aufs alte Vol. aufgefiillt. 1 Std. 40’ 
Zusitze : 

GD oem Geet, Weeeer «ok 6 ee Hs 0,12 

Gy = Bees, «. «ss & % wes 1,31 

0,7 » eingedampfter Muskelkochsaft..... 0,35 

Se & Te. 6 oo 6 He we Oe 8 1,18 

0,7 » eingedampfter Hefekochsaft...... 0,16 
34. 1,0 ccm Fliissigkeit. 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, Riick- 

stand mit 1300 fach Wasser gewasch. (je 0,15 ccm). 

Ein Teil Hefekochsaft auf Wasserbad zur Trockne, 

2'/s Std. trocken auf Wasserb. erhitzt; aufs alte Vol. 1 Std. 50’ 
Zusatze: 

0,5 com dest. Wasser. . . 2. « «e+ 6 ee + e © | 0,02 

0,5 » Hefekochsaft........ coves! St 

0,5 » eingedampfter Hefekochsaft...... 0,04 
35. 1,4 ccm Fliissigkeit. 0,1 com ™/s-KH,PO,, Riick- 

stand mit 30fach Wasser gewaschen. Ein Teil 

Muskelkochsaft mit 10 Vol. 96°/oigem Alkohol ver- 

setzt. Niederschlag gelést: 3fach konzentriert 

gegeniiber Ausgangsvolumen. Filtrat im Vakuum 

3fach konzentriert. 1 Std. 10° 
Zusiatze : 

mr Oe Geet, Weer. wc ee 0,28 

ae © Bee, 6k ks & % @ ew LO 1,78 

0,7 » Alkoholniederschlag (3fach). ..... 1,76 

0,7 » Alkoholfiltrat (3fach)...... oe~«!l Of 

Hoppe-Seylers’ Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 2 
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B. Fallung durch Pb-Salz und Adsorption an Tierkohle. 


Fiir die Fallung des Muskelkochsafts durch Bleisalz wurde 
so verfahren: Der Muskelkochsaft wird mit 1 Volumen Alkohol 
versetzt, durch gehiartetes Filter abgesaugt; dann im Vakuum auf 
ein kleines Volumen eingedampft, Bleiacetat im UberschuB hin- 
zugefiigt (bei neutraler Reaktion), zentrifugiert; der Niederschlag 
mehrmals gewaschen. Das Filtrat, sowie der im alten Volumen 
aufgeschwemmte Niederschlag werden durch Schwefelwasserstoff 
vom iiberschiissigen Bleisalz befreit und nach Abfiltrieren des 
Pb-Salzes durch langeres Durchleiten von Luft mdglichst von 
' Schwefelwasserstoff befreit, nachher sorgfaltig neutralisiert. Alle 
diese Manipulationen schidigen mehr oder weniger das Cofer- 
ment und man muB schon recht vorsichtig und ziemlich schnell 
arbeiten, um tiberhaupt ein Ergebnis zu erzielen. Immerhin 
lieBen sich einige Versuche so durchfiihren, daB noch ein Teil 
des Coferments nachweisbar blieb; in mehreren Fallen war ein 
groBerer Teil im Bleifiltrat, ein kleinerer im Niederschlag; in 
einem Fall ergab sich das Umgekehrte. Ein dem ersteren un- 
gefahr entsprechendes Resultat wurde auch mit Hefekochsaft er- 
halten. Hierdurch gewinnt man den Eindruck, daf die Fallung 
des Coferments durch Bleisalze nicht prinzipiell unméglich, aber 
von Milieubedingungen abhangig ist. Doch kann es sich sehr 
wohl dabei um eine Adsorption am Bleiniederschlag handeln. 


Tabelle VIII. 


Um Hemmungen durch zu hohe Phosphatkonzentration zu vermeiden, 
wurden die Versuche meist doppelt, mit 0,1 ccm ™/s und 0,1 ccm m-KH,PO, 
angestellt. Angefiihrt sind nur diejenigen, bei denen die Ausschliage jeweils 


grofer waren. 














CQ, | Versuchs- 
ccm zeit 
36. 1,5 ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,PO,, 110 fach 
gewasch. Riickstand. Die Konzentration der mit Pb 
behandelten Lésungen ist gut halb so grofi, wie 
das Alkoholfiltrat. 
Zusatze: 0,8 ccm dest. Wasser ......+.e.e-. 0,51 4 Std 
0,3» eingedampftes Alkoholfiltrat . . | 2,00 1 » 
0,75 » gereinigtes Pb-Filtrat ..... 2,06 4 > 
0,75 » gereinigter Pb-Niederschlag .. | 1,05 4 >» 
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Tab. VII (Fortsetzung). 
Ee 

















CO, | Versuchs- 
ccm zeit 
37. 1,4 ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,-PO,, 430 fach 
gewasch. Riickstand. Konzentrationen wie oben. 4 Std. 
Zusiatze : 
G7 com Geet. Wameer . wt eee ee eee 0,17 
0,35 » eingedampftes Alkoholfiltrat ..... 2,75 
0,75 » gereinigtes Pb Filtrat........ 0,31 
0,75 » gereinigter Pb-Niederschlag ..... 2,45 





38. 1,2 ccm Fliissigkeit. 0,1 com m-KH,POQ,, 1500 fach 


gewasch. Riickstand. Konzentrationen wie oben. 5 Std. 
Zusatze : 

GS com Geet, Weeete. . « 6 a tee & Se Oe 0,04 

0,6 » Muskelkochsaft....... ee ee 0,48 

0,3.» Alkoholfiltrat (2fach)......... 0,35 

CS «+ Tipe: «© & eS OO 6H res 0,14 

0,6 » Pb-Niederschlag ........ce06-. 0,07 





39. 1,2 ccm Fliissigkeit. 0,1 ccm ™/s-KH,PO,, 80 fach | 
gewasch. Riickstand. Versuch mit Hefekoch- 








saft. Konzentrationen wie oben. 3 Std. 30’ 
Zusiatze: 

GG com deat. Wasser. .«ceteeeves 0,29 

0,35 » Alkoholfiltrat (2fach) ........ 4,10 

oS «& Fier + «6 a oh ee ee a we 0,96 

0,6» Pb-Niederschlag ........-.. 0,80 


Um die Moéglichkeit einer Adsorption am Bleisalznieder- 
schlag zu priifen und die allgemeine Charakteristik des Cofer- 
ments zu vervollstaéndigen, wurde die Adsorption an Tierkohle 
untersucht. Hefekochsaft und Muskelkochsaft wurden mit einem 
Zehntel des Gewichts an Tierkohle (Mercks gereinigte Blut- 
kohle) kurze Zeit geschiittelt, dann mehrere Stunden auf Eis ge- 
halten und nach Aufkochen die Tierkohle abfiltriert. (Ohne Auf- 
kochen laBt sich der Hefekochsaft durch Filtration nicht ganz 
von Tierkohle befreien; das ist aber unbedingt nétig, weil die 
Zymase durch sie zerstOrt wird.) Wenngleich schon Kochsiafte 
verschiedener Hefepraparate sich nicht genau gleich verhalten, 
so zeigt doch z. B. der folgende Versuch, da’ unter den ange- 
gebenen Umstanden der gréBere Teil des Coferments sowohl im 


Hefe- wie Muskelkochsaft durch Tierkohle entfernt ist. 
Q* 
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Tabelle IX. 


Muskelkochsaft, Hefekochsaft und 1: 1 verdiinnter Hefekochsaft, 
je mit '/:o des Gewichts Tierkohle 4 Stunden auf Eis. Dann nach Auf- 


kochen durch gehartete Filter abfiltriert. 
EET 











CO, | Versuchs- 
ccm zeit 
40. 1,4ccm Fliissigkeit. Riickstand mit 180 fach Wasser 
gewaschen. 0,1 ccm ™/s-Phosphat. 
Zusatze : 
ee eee See See 0,05 | 2 Std. 10’ 
GT » Tee. 6 4s hes ee 1,71 
0,7 » > , mit Tierkohle behandelt | 0,76 
GT » Gee. 1 2c te ewe es 6% 3,63 
0,7 » > , mit Tierkohle behandelt . 1,43 
0,7 » > , 2:1 wert. ... - «+ 2,75 
0,7 » verdiinnter Hefekochsaft, mit Tierkohle 
behandelt...... ee wa ee ee 1,40 





5. Vergleich von Coferment und <«Atmungskorper>. 


Die vielfachen Ubereinstimmungen, die sowohl in chemi- 
scher Hinsicht wie im physiologischen Verhalten zwischen dem 
kiirzlich von mir beschriebenen Atmungskoérper') der Hefe- 
extrakte und dem Coferment der Giérung bestehen, hatten 
schon urspriinglich dazu gefiihrt, eine Verwandtschaft beider 
zu vermuten. Diese Wahrscheinlichkeit verdichtete sich sehr, 
als sich herausstellte, daB auch der Muskelkochsaft sowohl 
das Coferment der Giérung wie den Atmungskorper enthalt 
und da8 dieser genau die gleichen physiologischen Eigenschaften 
zeigt, wie jener, daB einerseits der Muskelkochsaft den atmungs- 
unwirksamen Ultrafiltrationsriickstand des Hefemacerations- 
safts, anderseits der Hefekochsaft die atmungsunwirksame 
extrahierte Muskulatur wieder zu aktivieren vermégen, prinzipiell 
ebenso wie die eigenen Kochsafte. Es ist daher geboten, auch 
beziiglich der im letzten Kapitel studierten chemischen Be- 
einflussungen festzustellen, ob sie auf den Atmungsk6érper von 
Muskel- und Hefeextrakt ebenso einwirken wie auf das Cofer- 
ment. Der Muskelkochsaft hat auBerdem, wie schon in der 





‘) Pfligers Archiv, Bd. 170 (1918). 
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vorigen Mitteilung erwahnt (cf. Vers. 7), die aus der Symmetrie 
herausfallende Eigenschaft, die Atmung des unfiltrierten Macera- 
tionssafts um etwa 100°/o zu steigern und erregt infolgedessen 
die Atmung des gewaschenen Hefesaftriickstandes sogar stirker 
als Hefekochsaft; auch beziiglich dieser Steigerung interessiert 
es, ob sie ahnlich beeinfluBbar ist wie die Atmungserregung selbst. 

Im Gegensatz zur Garungsaktivierung ist nun auch kalter 
Muskelextrakt imstande, die Atmung des Macerationssaft- 
riickstandes zu erregen, allerdings erheblich schwiacher als 
heifer Auszug; aber durch nachtragliches Kochen nimmt die 
Wirksamkeit nicht zu. Dieses differente Verhalten des kalten 
Extrakts gegeniiber Atmung und Girung macht jedoch 
unserer Hypothese keinerlei Schwierigkeiten. Denn wie in 
Kap. 2 gezeigt wurde, greift der Hemmungskorper des kalten 
Extrakts nicht das Coferment, sondern die Zymase an; und 
so erklirt sich einfach aus der Verschiedenheit von Atmungs- 
enzym und Zymase, dafi die Atmung durch ihn nicht alteriert 
wird. Daher verringert natiirlich auch die Zugabe von kaltem 
Extrakt zum System: Riickstand ++ Muskelkochsaft die Atmungs- 
groBe nicht, sondern erhoht sie sogar ein wenig (infolge der Ver- 
mehrung des Atmungskorpers). Anderseits hat der kalte — und 
ebenso der nachtriglich gekochte — Extrakt nur etwa !/s5 der 
Wirksamkeit des Kochsafts, was sich in genauer Ubereinstimmung 
mit Kap. 2, Vers. 13 und 14 (Garungsaktivierung durch nachtrag- 
lich erhitzten kalten Extrakt) durch die schlechten Extraktionsbe- 
dingungen unserer Substanz unter diesen Umstinden erklart. 


Tabelle X. 


Macerationssaft und Muskelextrakte genau neutralisiert gegen Neu- 
tralrot (py. 7—8). 














O, | Versuchs- 
cmm zeit 
41. Fliissigkeitsmenge 2,0ccm. Riickstand mit 200fach 
Wasser gewaschen, 3 fach konzentriert. Lésungen 
mit Phenylurethan gesiattigt. Versuchstemp. 29°. 3 Std. 
1,1 ccm Macerationssaft -++- 0,9 dest. Wasser . . 90 
1,1 » > +- 0,9 ccm Muskelkoch- 
a ere a ee ee ee 288 
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Tab. X (Fortsetzung). 

















O, | Versuchs- 
cmm zeit 
1,1 ccm Macerationssaft -+- 0,9 ccm kalter Muskel- 
a ee ee ee 95 3 Std. 
0,4 » Riickstand -+- 1,6 ccm dest. Wasser . . 0 
0,4 > > -+- 1,6 » Muskelkochsaft . | 165 
0,4 » > + 1,6 « kalter Muskelextr. 36 
0,4 » > -+- 1,6 » kalter Muskelex- 
trakt, nachtriiglich gekocht ...... 43 
0,4 » Riickstand -+- 0,6 ccm Muskelkochsaft 
-+- 10 dest. Waeeer. . «6s see eee 91 
0,4 » Riickstand -+ 0,6 ccm Muskelkochsaft 
-+- 1,0 kalter Muskelextrakt...... 96 


Die Versuche tiber die Kochbestandigkeit und das Ver- 
halten gegen Bleisalze ergeben beim Atmungskorper der Koch- 
safte die erwarteten Resultate: wir finden einen vollstandigen 
Parallelismus, wenn auch keine zahlenmiafige Ubereinstimmung 
mit den Gérungsexperimenten. Es ist hierfiir ja zu beriick- 
sichtigen, daS Atmung und Gdrung nicht nur unter ganz andern 
Milieubedingungen untersucht werden (Atmung in neutralisierter 
Lésung, ohne Zucker, mit Phenylurethan), sondern auch, daf 
die Girungsgeschwindigkeit viel weniger als die Atmungsge- 
schwindigkeit den Coenzymkonzentrationen genau proportional 
ist. Wie weit diese Proportionalitét fiir die Atmung besteht, 


mag der folgende Versuch zeigen. 


Tabelle XI. 
Alle Liésungen genau neutralisiert und mit Phenylurethan gesittigt. 





cmm Q, in 1Std.20’| 3 Std. 





42. 2 ccm Fliissigkeit. Riickstand mit 300 fach Wasser 
gewaschen, 3fach konzentriert. Methylenblau me- 
dicinale Hichst 0,5 °%o. Temp. 29°. 


1,1 ccm Macerationssaft + 0,9 dest. Wasser. . . 38 77 
1,1 > > -++ 0,2 ccm Methylenblau 
-+- 0,7 dest. Wasser .....-+..e- 112 186 








1,1 » Macerationssaft +-0,9ccm Muskelkochsaft 97 202 





























Uber das Garungscoferment im Tierkérper. 2. Mitteilung. 23 


Tab. XI (Fortsetzung). 








1Std.20’| 3 Std. 
0,4 ccm Riickstand -++ 1,6 ccm ™/1s5 neutr. Phos- 
a ¢ «+ © & % a: eee eae se 2 4 
0,4 » Riickstand -+ 1,4 Muskelkochsaft -+- 0,2 
Gn Ts. 6s. 8A Rae eS 63 125 
0,4 » Riickstd.-+- 1,4 Muskelkochsaft + 0,2 ccm 
Methylenblau .......:-+cec 110 193 
0,4 » Riickstand -+ 0,4 Muskelkochsaft +- 1,2 
a ee er ee 24 4) 
0,4 » Riickstd.-+- 0,4 Muskelkochsaft + 0,2 ccm 
Methylenblau -+ 0,8 dest. Wasser. . . 83 112 
0,4 » Riickstand + 0,1 Muskelkochsaft + 1,5 
m/s neutr. Phosphat ........-. | 5 14 





A. Kochbestandigkeit. 


Wird der Muskelkochsaft, wie im vorigen Kapitel be- 
schrieben, auf dem kochenden Wasserbad eingedampft, und 
1—2 Stunden trocken darauf erhitzt, so ist der Atmungskorper 
zwar noch nicht zerstort, aber stark geschadigt. Der folgende 
Versuch 44 ist gleichzeitig mit den gleichen Lésungen (Riickstand, 
Muskelkochsaft, eingedampfter Muskelkochsaft) wie der ent- 
sprechende Versuch 33 angestellt und gibt ungefahr das gleiche 
Bild. Ein genauerer Vergleich ist wegen der starken Ver- 
anderung der Gidrungsgeschwindigkeit in den ersten Stunden 
unmoglich. Entsprechende Versuche mit dem Atmungskoérper 
aus Hefeextrakten sind schon friiher beschrieben, die zu dem- 
selben Resultat fiihrten;!) mit Macerationskochsaft sind sie 
wegen dessen nicht unbetrachtlicher Eigenoxydation nicht genau 
auszufiihren. Die Atmungssteigerung, die der Muskelkochsaft im 
unfiltrierten Macerationssaft hervorruft, wird durch ein solches 
Erhitzen auf dem Wasserbad in ahnlicher Weise herabgesetzt, 
wie die Atmungserregung des Riickstandes. Trotzdem kann aber 
diese Steigerung nicht allein durch einen Uberschu8 an Atmungs- 
kérper bedingt sein (wie die entsprechende Girungssteigerung 
von Macerationssaft durch Muskelkochsaft auf Erhdéhung der 





') Pfliigers Archiv, Bd. 170 (1918). 
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Cofermentkonzentration beruht), weil ja Hefekochsaft die 
Atmung des Macerationssafts nicht oder nur sehr wenig steigert. 

Wird der Muskelkochsaft mit 1 Volumen Alkohol versetzt, 
und das Filtrat im Vakuum aufs halbe urspriingliche Volumen 
eingedampft, so ist keine Abschwiichung festzustellen: ein gleieh- 
zeitig mit denselben Losungen wie der Vers. 31 angestelltes Ex- 
periment ist unter Nr. 45 angegeben. Vakuumeindampfungen und 
Alkoholfallungen mit dem Atmungskorper der Hefe sind schon 
friiher mitgeteilt.') 

Tabelle XII. 
Alle Lésungen neutralisiert, mit Phenylurethan gesiattigt. Je 2ccm 


Fliissigkeit. Temp. 29° C. 
—————_—————— EE 

















O, | Versuchs- 
cmm zeit 
43. Riickstand 3fach konz., mit 230fach Wasser ge- 
waschen. Ein Teil des Muskelkochsafts 24/2 Std. 
auf kochendem Wasserbad eingedampft und er- 
hitzt, im alten Vol. aufgelést. 2 Std. 
0,4 ccm Riickstand + 1,6 ccm ™/1s neutr. Phosphat 2 
0,4 » > 1,6 » Muskelkochsaft . . 93 
0,4 » > 1,6 » eingedampfter Mus- 
kelkocheaft . «2.1 +s cos «0 a 17 
44. Riickstand 3fach konz., mit 700fach Wasser ge- 
waschen. Ein Teil Muskelkochsaft 1'/: Std. auf 
Wasserbad erhitzt, aufs alte Vol. gebracht. 3 Std. 30’ 
1,1 ccm Macerationssaft ++ 1,0 dest. Wasser . . 122 
> a > 1,0 Muskelkochsaft . 233 
* , 1.0 a 
Muskelkochsaft ....... ; 148 
0,3 ccm Riickstand + 1,7 dest. Wasser ... . 3 
03 » > t 1,7 Muskelkochsaft .. . 57 
0,3 » > 1,7 eingedampft. Maskel- 
bomb. 4 ke et se oO — 27 
45. Riickstand 3fach konz., mit 100fach Wasser ge- 
waschen. Ein Teil Muskelkochsaft mit 1 Vol. 
Alkohol versetzt. Filtrat aufs halbe Vol. einge- 
dampft. 2 Std. 
1,1 ccm Macerationssaft -+ 0,9 dest. Wasser . . 76 
0,4 » Riickstand + 1,6 dest. Wasser... 2 
04 >» . a i,4 ccm Muskelkochsaft 
+- 0,2 dest. Wasser . . (jase 
0,4 » Riickstand + 0,7 ccm Alkoholfiltr. (2 _ 
konz.) -++ 0,9 dest, Wasser... . 138 





') Pfliigers Archiv, Bd. 170 (1918). 
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B. Fallung durch Bleisalz. 


Nach dem oben beschriebenen Verfahren mit Alkohol, 
Bleiacetat, Schwefelwasserstoff behandelte Hefe- und Muskel- 
kochsafte wurden wiederholt ebenso auf ihre Fahigkeit zur 
Atmungserregung wie auf ihre Aktivierung der Girkraft unter- 
sucht. Hier kommt als weitere Komplikation noch hinzu, da8 
die Autoxydation von Schwefelwasserstoff einen Atmungsvor- 
gang vortéuschen kénnte, doch ergeben Kontrollen ohne Ultra- 
filtrationsriickstand (also in Abwesenheit von Atmungsenzym), 
daB in den Versuchen hierdurch kein erheblicher Fehler ent- 
steht. Auch der Atmungskorper erleidet durch die Behandlung 
eine starke Abschwachung, besonders im Muskelkochsaft. Und 
auch hier ist der Ausfall der Versuche nicht gleichmaBig. Im 
allgemeinen erscheint wohl ein gréferer Teil des Atmungs- 
korpers im Bleisalzfiltrat; doch kommt auch das Umgekehrte 
vor. Auffallig ist, daf die Methylenblausteigerung im Bleisalz- 
filtrat stets auferordentlich groB ist, in der Lésung des Blei- 
salzniederschlags sehr gering. 


Tabelle XIII. 


Vgl. Tab. XII. 
LLL2££2£ se 
O, | Versuchs- 


cmm zeit 








46. Versuch mit Hefekochsaft. Riickstand 3 fach 
konzentriert, mit 260 fach Wasser gewaschen. 
Das Alkoholfiltrat auf dem Wasserbad einge- 
dampft. 3 Std. 30’ 

Konzentrationen der Zusitze entsprech. sich ungefahr : 
0,4 ccm Riickstd. +-1,6 dest. Wasser. ...-.. 4 
0,4 >» > -++ 1,1 Kochsaft 4- 0,5 dest. Wass. 56 
04 » > -+- 1,1 Alkoholfiltrat -++ 0,5 dest. 40 

ee . 6 + hee ee emcee 
04 » Rickstand-}1, 5 Bleifiltr. +0, 1 dest.Wasser 21 
04 >» > -+- 1,5 Bleifiltr. +-0,1 Methylen- 


Mn GP 2. 6 ce ws 84 
04 » Riickstand + 1,5 ieiahailaenaliin " 0, 1 
dest. Wasser. .... ‘ 32 


0,4 » Riickstand + 1,5 Binintedeveciiinn ‘s 0, 1 
MA he 32 
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Tab. XIII (Fortsetzung). 























O, | Versuchs- 
cmm zeit 
47, Versuch mit Hefekochsaft. Riickstand 2fach kon- 
zentriert, mit 85fach Wasser gewaschen. Behand- 
lung und Konzentrationen wie oben. 4 Std. 30’ 
1,1 ccm Macerationssaft + 1,1 Wasser .... 78 
0,6 » Riickstand + 1,6 dest. Wasser .. . 11 
0,6 » > -+- 1,0 Alkoholfiltrat +- 0,6 
Gost TRE «4. at ee OM 58 
0,6 > > -+ 1,5 Bleifiltrat. ..... 41 
0,6 » > -++ 1,5 Bleiniederschlag. . . 38 
0,6 >» > -++- 1,5 Bleiniederschlag ++ 0,1 
Methylenblay ... +. +2 ++. 50 
48. Versuch mit Muskelkochsaft. Riickstand 100 fach 
gewaschen. Konzentrationen entsprechen sich 
genau. 2 Std. 
0,4 ccm Riickstand -+- 1,6 dest. Wasser .. . 2 
O04 >. . +- 0,7 Alkoholfiltr. 40,9 dest. 
MOU 4.4.8 4 Re 138 
0,4 » Riickstand -++ 1,0 Bleifiltrat ‘ 06 eit. 
a 15 
0,4 » Riickstand + 1,0 Bleifiltrat ra 05 an. 
Wasser -+ 0,1 ccm Methylenblau ...j| 179 
0,4 » -+1,2 Bleiniederschlag -+-0,4 dest. Wasser 5 
04 » Riickstand + 1,2 Bleiniederschlag + 0,3 
dest. Wasser -++ 0,1 ccm Methylenblau . 0 


Endlich muf fiir den Vergleich von Atmungskoérper und 
Garungscoferment das Ergebnis der Ultrafiltration beriicksichtigt 
werden: durch Ultrafiltration von Hefekochsaft wird sowohl 
die Atmungserregung wie die Gérungsaktivierung sehr stark 
geschwacht. Die betreffenden Versuche sind schon mitgeteilt. 
Fiir die Gaérungsaktivierung s. oben Vers. 25, fiir die Atmungs- 
aktivierung Vers. 122. Pflitgers Archiv, Bd. 170 (1918.) 


C. Die Atmung der extrahierten Muskulatur. 


Da die absolute AtmungsgréBe der zerkleinerten Frosch- 
muskeln von mancherlei Milieubedingungen, vor allem der Re- 
aktion, der Sauerstoffversorgung, der Art der Zerkleinerung 
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abhingig ist, mdchte ich an dieser Stelle nicht systematisch 
auf sie eingehen. Ubrigens ist dieser Gegenstand, wenn auch 
zum Teil unter andern Gesichtspunkten und mit abweichender 
Methodik schon von Thunberg in zahlreichen Untersuchungen 
behandelt worden.') Worauf es hier allein ankommt, ist dies: 
die Reaktivierung der atmungsunwirksamen, mit Wasser er- 
schépften Muskulatur durch Muskelextrakt ist keine blofe 
Wiederherstellung der Milieubedingungen (Salze, Reaktion, Ei- 
weifistoffe usw.), sondern der Einflu8 einer besonderen Substanz, 
die in den bisher erforschten Eigenschaften vdllig tiberein- 
stimmt mit dem Atmungskorper der Hefe und des auf Macera- 
tionssaftriickstand wirkenden Muskelkochsafts. Dieser letztere 
enthalt eben offenbar nur diesen einen Atmungskorper, der 
_gleicherweise die Atmung des Muskelgewebes wie des Hefe- 
riickstands aktiviert. Beziiglich der Gleichsetzung dieser Sub- 
stanzen sei das folgende hervorgehoben: Die Atmung des mit 
Wasser extrahierten Muskelgewebes wird durch Hefekochsaft 
mindestens ebenso gut wie durch Muskelkochsaft wieder erregt, 
ebenfalls durch Extrakt von alter Acetonhefe, der entsprechend 
der schwaécheren Wirksamkeit auf die Atmung von Heferiick- 
stand auch die des Muskels schwacher aktiviert (Vers. 49, 51, 52). 
Die wirksame Substanz lift sich zum Teil aus dem Hefekoch- 
saft durch Alkohol ausfallen (Vers. 50). 

Kalter Muskelextrakt erregt die Atmung auch, aber viel 
schlechter als Muskelkochsaft (Vers. 49). Durch EKindampfen 
auf dem Wasserbad zur Trockne und anschlieBendes 2 stiindiges 
Erhitzen darauf wird die Wirksamkeit auf etwa !/s abgeschwacht; 
bei Hefekochsaft ist diese Abschwachung im allgemeinen ge- 
ringer, doch ist hier ebenfalls die Autoxydation des Hefekochsafts 
eine stérende Komplikation (Vers. 52). Fur die Verwandtschaft 
zwischen der Atmung der extrahierten Muskulatur und des ge- 
waschenen Heferiickstandes spricht endlich der Umstand, dab 
es bei beiden gelingt, durch hexosephosphorsaures Na 
einen der natiirlichen Atmung auB8erordentlich ahn- 
lichen OxydationsprozeB zu erregen®) (Vers. 50, 51). 


') Skand. Archiv, Bd. 22 (1909), Bd. 23 (1910), Bd. 24, 25 (1911). 
*) Beziigl. des Heferiickstandes s. Pfliigers Arch., Bd. 170 (1918). 
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Dieser Befund hat fiir den Muskel ein besonderes Interesse 
durch die Feststellung Embden und Laquers, dai Hexose- 
phosphorséure die Vorstufe der im Muskel gebildeten Milch- 
sdure ist.!) 


Tabelle XIV. *) 


Je 0,5 g feinzerschnittene Froschmuskulatur in 1,8—2,0 ccm gut 
neutralisierter Fliissigkeit. Die nicht extrahierte Muskulatur meist in 
1,5°jo K,HPO, (nach Thunberg), eventl. etwas NaOH "/10 dazu zur Neu- 
tralisation der Muskeln. Die tibrige Menge Muskulatur 4—5 mal mit je 
800 ccm Leitungswasser ausgezogen, durch Gaze abfiltriert und auf Filtrier- 
papier getrocknet. Versuchstemp. 25°. 








O, | Versuchs- 
cmm zeit 











_ 49. Je 0,5 g Muskulatur in 2,0 ccm Flissigkeit. 
Nichtextrahierte M. mit 1,7 ccm Muskelkochsaft | 118 /|1 Std. 30’ 


Extrahierte M. mit 2,0 ccm 1,5°/o K,HPO, .. . 2 
> > » 1,7 » Muskelkochsaft... 69 
. >» » 1,7 » kaltem Muskelauszug 13 
» > » 1,6 » MHefekochsaft.... 80 


1,6 ccm Hefekochsaft (ohne Muskulatur) ... . 13 





50. Muskulatur in 1,8 ccm Fliissigkeit. Hefekochsaft 
mit 10 Vol. 96°/o igem Alkohol gefallt; Niederschlag 
mit Ather gewaschen, im Vakuum iiber H,SO, 
getrocknet. Dann im alten Volumen K,HPO, 
(1,5°/o) gelést. 

Nichtextr. Muskulatur mit 1,8 ccm K,HPO, (-+ 0,4- 


Ss) «6 os sw 4 i elk ee 141 3 Std. 
Extrahierte M. mit1,8 K,HPO,. ......e. 0 
> >» » 1,8 Hefekochsaft ...... 87 
> >» » 1,8 Alkoholfallung -+ K,HPO,. 21 
> > » 0,8 ™/so-Hexosephosph. + 1ccm 
oe ‘en tw as 46 


1,8 ccm Hefekochsaft fiir sich. . ... ++. -s 22 
1,8 » Alkoholfallung +- K,HPO, fiir sich. . . 0 











‘) Embden und Lagquer, Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 181 (1916/17). 
*) Die Atmung der Muskulatur wird in der Regel ohne Antiseptica 
untersucht, da sie durch diese stark geschidigt wird. Doch spielen in 
den kurzen Versuchszeiten und der niedrigen Temperatur Bakterien da- 


bei keine Rolle. 
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Tab. XIV (Fortsetzung). 


es ees pe 

















O, | Versuchs- 
cmm zeit 
51. Muskulatur in 1,8 ccm Fliissigkeit. Acetonhefe 
1'/s Jahr gelagert, nicht mehr girend, mit 8 fachem 
Vol. Wasser extrahiert. 
Nichtextr. Muskulatur mit 1,4 ccm K,HPO, -+- 0,4 
Mito-NaOQH . . 2... a 247 =| 3 Std. 15’ 
Extr. Muskulatur mit 1,8 K,HPO,........ 0 
> > » 1,5 Muskelkochsaft -+- 0,3 
2 ee ee 104 
> > >» 1,5 Acetonhefeextrakt +- 0,3 
Bo Gas «+ 66 6 & > 51 
> » > 1,5 ™/so-Hexosephosph.--0,3 
ee a ae 47 
1,5 ccm Acetonhefeextrakt fiir sich ...... 0 
52. Muskulatur in 1,8 ccm Fliissigkeit. Kochsiffte z. T. 
2 Stunden auf Wasserbad zur Trockne eingedampft; 
auf altes Vol. gebracht. 
Extrahierte Muskulatur -+- 1,8 K,HPO,..... 8 3 Std. 
> > -++ 1,8 Muskelkochsaft . 71 
> > -++- 1,8 eingedampft. Mus- 
kelkochsaft . . . 26 
> > -++ 1,8 Hefekochsaft . . 85 
> . -++- 1,8 eingedampft. Hefe- 
kochsaft.... 53 
1,8 ccm Hefekochsaft fiir sich ........ 10 


Ist nun nach allem der Atmungskorper und das Coferment 
der Garung vollig identisch? Hier eine sichere Entscheidung zu 
treffen, diirften die Versuche nicht hinlangen. Ich halte es fiir 
moglich, da& bei der Betatigung des Atmungskérpers neben 
einem Coenzym der Atmung, das dem Garungscoenzym gleich 
oder mindestens verwandt wire, noch eine Komponente be- 
teiligt ist, die als Oxydationssubstrat, als Nahrstoff, wirkt, wahrend 
bei der Gaérung ja der Zucker diese Rolle spielt. Diese Kom- 
ponente diirfte vielleicht dem Hexosephosphat nahe stehen. 
Doch erscheint es vorlaiufig zwecklos, die Hypothesen weiter 
auszuspinnen. Wesentliche Unterschiede in den Eigen- 
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schaften des Garungscoferments und des Atmungs- 
koérpers haben sich jedenfalls nicht gefunden. 


Anhang. 


Das Coferment der alkoholischen Hefegdrung ist nicht 
auf tierische Organe beschrankt. Es la8t sich auf dieselbe 
Weise z. B. in keimenden Erbsen nachweisen. Das ist von 
Interesse, da nach Versuchen von Pflanzenphysiologen der 
Erbsensamen selbst zu alkoholischer Géarung befahigt ist.) 
Diese Garung soll im Unterschied von der Hefegirung nur in 
Abwesenheit von Luft betriachtlich sein.?) 

Da in einem ersten Versuch die in Wasser erweichten 
Erbsen, mit etwa demselben Gewicht Wasser gekocht, nur 
einen geringen, durch verkleisterte Starke zahfliissigen Saft ab- 
gaben, in dem wenig Coferment nachweisbar war, wurden in 
einem weiteren Versuch allein die gekeimten Wurzelspitzen be- 
nutzt, da hier die Garungsenzyme am reichlichsten zu erwarten 
waren. In der Tat war so die Ausbeute an Coenzym viel besser. 


Tabelle XV. 


5 g trockene Erbsen 24 Stunden in Wasser geweicht, dann 48 Stunden 
zwischen feuchtem Filtrierpapier keimen gelassen. Die gekeimten Wurzeln 
abgeschnitten, mit 3 ccm Wasser aufgekocht. Das Filtrat benutzt. 









CO, | Versuchs- 
ccm zeit 





53. 1,2 ccm Fliissigkeit. Riickstand mit 90 fach Wasser 
gewaschen. Je 0,2 ccm 3 fach konzentrierter Riick- 
stand und Zusitze: 

0,6 ccm dest. Wasser -++ 0,1 ccm ™/s-K,HPO,. . | 0,22 2 Std. 
0,6 > > > + 0,1 » m/s-K,HPO,. . 0,49 
0,6 » Hefekochsaft + 0,1 » m/e-K,HPO,. . | 3,53 
0,6 » Erbsensaft -+ 0,1 » m™/s-K,HPO,. . | 1,76 











1) Siehe z. B. Kostytschew, Biochem. Zeitschr., Bd. 15, S. 164 (1909). 
*) Kostyschew a. a. QO. 
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Zusammenfassung. 


1. Das Coferment der alkoholischen Garung scheint sich 
in allen tierischen Organen zu finden (Kaninchen, Frosch). Am 
konzentriertesten erhalt man es aus Froschmuskulatur; es fehlt 
im Blutserum. 


2. Die Garungsaktivierung gelingt nur mit heifen Organ- 
ausziigen. Dies liegt neben der schlechten Extrahierbarkeit 
des Coferments in der Kalte an einem Hemmungskorper, der 
sich in allen kalten Organextrakten findet und durch Kochen 
zerstort wird. Dieser hemmt die Gérung nicht nur in Gegen- 
wart des tierischen Coferments, sondern auch in Gegenwart 
des Hefecoferments. Durch Variation der Zymase- und Cofer- 
mentmengen und Bestimmung der Hemmungsstirke 1aBt sich 
zeigen, dafsi der Hemmungskoérper nur die Zymase angreift, 
nicht das Coferment. Er passiert ein Ultrafilter nicht und 
scheint Eiweinatur zu besitzen. Am starksten findet man ihn 
in der Muskulatur, schwacher in den andern Organen; er fehlt 
im Blutserum, in Parallelismus zum Coferment. 


3. Die Kinetik des Garungsverlaufs zeigt bei Verwendung 
von Muskelkochsaft statt Hefekochsaft nur solche Abweichungen, 
die sich durch den geringeren Gehalt an Phosphat, Coferment 
und daneben wohl noch einer weniger guten Konservierung 
der Zymase erklaren; qualitative Besonderheiten ergeben sich 
nicht (Phosphatsteigerung, Arseniatsteigerung). 


4, In den bisher bekannten chemischen KEigenschaften 
stimmt das Muskelcoferment mit dem Hefecoferment ganz oder 
nahezu iiberein; dies betrifft aufer der Dialysierfiahigkeit die 
Grenzen der Kochbestandigkeit; die Fallbarkeit durch Alkohol, 
die Adsorption an Tierkohle und auch, soweit sich das fest- 
stellen lieB, das Verhalten gegen Bleisalze. 


5. In den gleichen Eigenschaften stimmt auch der « Atmungs- 
kérper» sowohl im Muskelkochsaft wie im Hefekochsaft mit dem 
Coferment der Garung iiberein; genauer gepriift wurde dies an 
der Atmungserregung im Riickstand des Hefemacerationssafts ; 
aber auch die Atmungserregung im zerkleinerten extrahierten 
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Muskelgewebe zeigt dieselben GesetzmaBigkeiten. Hiernach 
nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, daB das Coferment der Girung 
und der AtmungskOérper mindestens zum Teil identisch sind. 


6. Anhangsweise wird das Coferment der alkoholischen 
Hefegarung auch in keimenden Erbsen nachgewiesen. 
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(Der Redaktion zugegangen am 15, April 1918.) 


Inhaltsiibersicht. 


I. Die Alkalicaseinatlésungen. II. Die Hydrolyseprodukte und ihre 
quantitative Bestimmung. III. Verhalten der Dialkalicaseinatlésungen als 
Mafi der Enzymwirkung. IV. Wirkung der Enzymlésungen auf Caseinate 
von verschiedenem Alkaligehalt. V. Wirkung von Enzymlisungen ver- 
schiedener Konzentration auf Alkalicaseinatlésungen. VI. Wirkung von 
Enzymlésungen auf Alkalicaseinate bei aufgehobener Parallelitét der 


Chymosin- und Pepsinwirkung. 

In friiheren Aufsatzen') habe ich gezeigt, da8 man nach 
verschiedenen Methoden die Parallelitiét zwischen Chymosin- 
und Pepsinwirkung in Kalbsmageninfusionen, bezw. in aus 
solchen dargestellten Enzymlésungen aufheben kann; und ein 
ahnliches Autheben der Parallelitét hat auch Rakoczy*) nach 
einem anderen Verfahren, naémlich nach der Dialysemethode, 
bewirkt. Zur Vergleichung der Chymosinwirkung der verschie- 
denen Enzymlésungen dienten in diesen Untersuchungen regel- 
miéfig Versuche mit Milch, waéhrend zum Vergleiche der Pepsin- 
wirkung Versuche mit Fibrin oder geronnenem Hiihnereiweif 
dienten. Gegen dieses Verfahren, welches iibrigens das all- 
gemein tibliche ist, kann man nun einwenden, daf man die 
beiden Enzymwirkungen nicht mit demselben Substrate priift, 
und wenn auch diese Einwendung nicht besonders schwer- 
wiegend ist, war es jedoch von Interesse, die beiden Enzym- 





‘) Upsala Likareférenings Férhandl., Bd. 8, 1872/73 und diese 
Zeitschr., Bd. 56, 68, 74 und 94. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 68 und 84. 
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wirkungen an demselben Eiweifstoffe, némlich dem Casein, 
zu studieren. 

Aus dem Grunde habe ich auch mehrere Versuche mit 
Lésungen von sowohl Alkali- wie Saureverbindungen des Caseins 
ausgefiihrt, und in diesem Aufsatze werde ich hauptsachlich 
iiber Versuche mit Alkalicaseinatl6sungen berichten. Da in 
den Versuchen mit aufgehobener Parallelitét der Enzymwir- 
kungen die letzteren sowohl] bei neutraler wie bei saurer 
Reaktion verglichen werden muBten, ist es jedoch ohne weiteres 
verstandlich, daB ich in diesem Aufsatze auch einige Versuche 
mit sauren Caseinlésungen mitteilen mufB. 


I. Die Alkalicaseinatlésungen. 


Das zu den Versuchen verwendete Casein riihrte teils 
von Kahlbaum her und teils hatte ich es selbst aus Kuhmilch 
dargestellt. Das kéufliche Casein, auch das reinste, enthilt 
regelmaBig etwas Calcium, wahrscheinlich als Phosphat, was 
zur Folge hat, daf die Alkalicaseinatlésungen stets etwas 
opalisierend sind. Das von mir dargestellte Casein war, wenn 
auch nicht absolut kalkfrei, jedoch so arm an Calcium, daB8 es 
fast ganz klare, nicht opalisierende Alkalicaseinatldsungen gab. 
Durch zahlreiche Versuche habe ich mich aber davon tiberzeugt, 
da es fiir die hier in Frage kommenden Versuche gleichgiiltig 
ist, ob man mit dem einen oder anderen Casein arbeitet, denn 
die etwa vorhandenen unbedeutenden Spuren oder die ein wenig 
groBeren, immer nur kleinen Beimengungen von Kalk scheinen 
gar keinen Einflu8 auszuiiben. Aus dem Grunde habe ich in 
der Mehrzahl der Falle mit dem Casein von Kahlbaum 
gearbeitet. 

Das Casein wurde lufttrocken in Arbeit genommen, und 
bei dem Abwagen wurde die fiir den besonders bestimmten 
Wassergehalt des Praparates notige Korrektion immer beachtet. 
Das abgewogene Casein wurde stets zuerst mit etwas Wasser 
durchgefeuchtet, darauf mit etwas mehr Wasser fein zerrieben, 
mit der berechneten Menge "/10-Natronlauge gelést und nach 
erfolgter Lésung mit Wasser bis zu dem erwiinschten Volumen 


nachgespiilt und verdiinnt. 
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Da das Casein eine mehrbasische Séure ist, kann man 
je nach der Menge der zugesetzten "/10-Natronlauge verschie- 
dene Natriumcaseinate erhalten. Verwendet man zur Lésung 
von je 4g Casein 23 ccm "/10-Lauge (ich gehe meistens von 
4-prozentigen Caseinlésungen aus), so erhadlt man eine auf Lack- 
muspapier neutral reagierende Caseinatlésung, die ein Natrium- 
caseinat mit 1,32 °/o Natrium enthaélt. Bei Anwendung von 
24 ccm "/10-Lauge reagiert die Lésung duferst schwach alka- 
lisch und enthalt ein Natriumcaseinat mit 1,38°/o Natrium. 
Nach L. v. Slyke und A. W. Bosworth’) enthalt das Mono- 
natriumeaseinat rund 0,26°/o Natrium und die mit 23 ccm 
n/}o-Lauge auf je 4 g bereitete Lésung enthalt also rund 5 mal 
so viel Natrium (1,32°/o) wie das Mononatriumcaseinat. Legt 
man die von v. Slyke und Bosworth angegebene Zahl der 
Berechnung zugrunde, so wiirde man also das Natriumcaseinat 
mit 1,32°/o Natrium als Pentacaseinat bezeichnen kénnen. Die 
mit weniger Lauge als das Pentacaseinat bereiteten Caseinat- 
lésungen reagieren mehr oder weniger stark sauer auf Lackmus- 
papier, und eine saure Reaktion zeigt dementsprechend die 
mit 18 ccm Natronlauge (®/10) auf je 4g Casein bereitete 
Losung, welche ein Natriumcaseinat mit 1,035°/o Natrium, also 
ein Tetracaseinat (mit 1,04°/o Natrium, berechnet nach den 
Zahlen von v. Slyke und Bosworth fiir Monocaseinat) enthilt. 

Lésungen von Penta- und Tetranatriumcaseinat in obigem 
Sinne erhalt man leicht durch direkte Auflésung des Caseins 
in Wasser mit Hilfe von "/10-Natronlauge. In derselben Weise 
kann man auch Caseinlésungen, die weniger Alkali enthalten, 
darstellen; aber in dem Mafe, wie man weniger Lauge zusetzt, 
geht die Auflésung des Caseins schwieriger und langsamer von 
statten, und es kann bisweilen schwer sein, eine ganz voll- 
sténdige Auflésung zu bewirken. Aus diesem Grunde habe 
ich zur Darstellung von Di- und oft auch von Trinatrium- 
caseinatl6sungen ein anderes Verfahren gewahlt, welches darin 
besteht, daf ich eine 4-prozentige Caseinlésung von bekanntem, 
passendem Alkaligehalte mit dem berechneten Volumen "/100- 
HCl allmahlich vermische. Wenn man die "/100-HC! aus einer 


*) The Journal of biol. Chemistry, Bd. 14. 
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Biirette der Alkalicaseinatlésung unter stetem Umriihren zusetzt, 
kann dies ohne Ausfallung des Caseins leicht geschehen. Wenn 
man z.B. 100 ccm einer mit 18 ccm "/10-Natronlauge auf genau 
je 4 g Casein bereiteten Lésung (also eine Tetracaseinatlésung) 
mit 90 cem "/:00-HCl und 10 ccm Wasser verdiinnt, erhalt man 
eine 2-prozentige Caseinlésung, die ein Caseinat mit rund 
0,52°/o Natrium, also ein Dinatriumcaseinat, enthalt. In ahn- 
licher Weise erhalt man aus einer mit 23 ccm "/10-Natronlauge 
auf je 4 g Casein bereiteten 4-prozentigen Pentacaseinatlésung 
durch Verdiinnung mit 95 ccm "/100-HCl und 5 ccm Wasser 
(auf je 100 ccm Caseinatlésung) eine 2-prozentige Lésung von 
Trinatriumcaseinat mit rund 0,78 °/o Natrium usw. Nach diesem 
Prinzipe habe ich immer meine Lésungen von Di- und oft auch 
von Tricaseinat dargestellt. Die bei Anwendung von diesem 
Verfahren entstehenden kleinen NaCl-Mengen waren fiir mehrere 
meiner Untersuchungen ohne Belang, und die zum Vergleiche 
dienende Caseinatlésung (in den Fallen, wo ein Vergleich zweier 
Lésungen vorkam) wurde natiirlich mit der entsprechenden 
Menge einer "/100-NaCl-Lésung verdiinnt. 

Die obigen Berechnungen basieren, wie gesagt, auf den 
Zahlen von v. Slyke und Bosworth ftir das Mononatrium- 
caseinat. Ein besonderes Eingehen auf die Frage, inwieweit 
diese Zahlen als genaue anzusehen sind, lag auferhalb des 
Planes meiner Arbeit, und die von mir benutzten Bezeichnungen 
Di-, Tri- usw. Caseinate haben nur den Zweck, den Alkaligehalt 
der in jedem Falle angewendeten Caseinatlésung in kurzer, ein- 
facher und praktischer Weise anzugeben. Aus dem Grunde 
werden auch, der Ubersichtlichkeit halber, die zur Lésung von 
je 1 g Casein verwendeten Mengen "/10-Natronlauge wie auch 
der prozentische Natriumgehalt eines jeden Caseinates hier 
zusammengestellt. 


n/10-Lauge Natrium 
Dinatriumcaseinat 2,25 ccm 0,52 %/o 
Trinatriumcaseinat 3,375 >» 0,78 °%o 
Tetranatriumcaseinat 4,50 » 1,04 °/o 
Pentanatriumcaseinat 5,75 > 1,32 %o. 


Mit Caseinatlésungen, die mit mehr als 6 ccm 2/10-Lauge 
auf je 1g Casein bereitet waren, habe ich keine Versuche 
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ausgefiihrt. Nur in Ausnahmefillen kamen Lésungen von 
Caseinaten, die alkaliarmer als Dicaseinate waren, zur Ver- 
wendung. 


ll. Die Hydrolyseprodukte und ihre quantitative Be- 
stimmung. 


Versetzt man eine reine Natriumcaseinatlésung mit der 
zur mdglichst vollstandigen Ausfallung des Caseins genau 
erforderlichen Menge "/10-Chlorwasserstoffsaéure, so erhalt man 
ein wasserhelles Filtrat, welches im Sieden, auch bei méglichst 
vorsichtigem Zusatz von stark verdiinnter Séure, keine Spur 
von Fallung gibt. Nach dem Eintrocknen des Filtrates erhilt 
man einen aus NaCl und nur duferst kleinen Mengen orga- 
nischer Substanz bestehenden Riickstand. Hat man dagegen 
eine neutrale Chymosinlésung einige Zeit auf eine Natrium- 
caseinatlésung bei Korpertemperatur einwirken lassen und setzt 
dann die berechnete Menge "/10-HCl hinzu, so erhalt man 
ebenfalls eine Failung und ein ganz wasserhelles Filtrat, welches 
jedoch beim Eintrocknen einen je nach dem Alkaligehalt der 
Caseinatlésung und der Intensitét der Enzymwirkung mehr oder 
weniger reichlichen Riickstand liefert. Dieser Riickstand ent- 
halt die in Wasser ldslichen Verdauungs- oder Hydrolyse- 
produkte des Caseins, und da diese Produkte — wie das Casein 
selbst — als Séuren sich verhalten, lést sich der Riickstand 
in Wasser mit saurer Reaktion. Die durch Zusatz von "/10-HCl 
erhaltene Fallung ist in diesem Falle kein einheitlicher Stoff, 
sondern besteht aus einem Gemenge von dem Paracasein mehr 
oder weniger nahestehenden Produkten, die unter einander 
eine etwas verschiedene Léslichkeit, resp. Fallbarkeit und einen 
etwas wechselnden Phosphorgehalt zeigen kénnen. Dieses 
Gemenge, dessen Natur mit der Intensitét der Enzymwirkung 
und der Dauer derselben wechselt, ist schon friiher, wenigstens 
zum Teil, von E, Petry!) und M. van Herwerden?) unter- 
sucht worden, und da es fiir meine jetzt vorliegende Aufgabe 





’) Hofmeisters Beitrage zur chemischen Physiologie und Patho- 
logie, Bd. 8 (1906). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 52 (1907). 
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von untergeordnetem Interesse war, habe ich dasselbe nicht 
weiter studiert. 

Erhitzt man das von dem, durch Zusatz von ®/10-Chlor- 
wasserstoffsiure, ausgefallten Gemenge getrennte, ganz wasser- 
helle Filtrat zum Sieden, so triibt es sich immer. Durch sehr 
vorsichtigen Zusatz von stark verdiinnter Essigsiure zu der 
siedenden Fliissigkeit kann man, wenn auch nicht ganz ohne 
Schwierigkeit, eine so vollstindige Entfernung aller fallbaren 
Substanz bewirken, daB das neue Filtrat in keiner Weise 
durch Zusatz von mehr Essigséure oder von Alkali, sei es im 
Sieden oder bei Zimmertemperatur, gefallt oder getriibt werden 
kann. Dieses neue Filtrat verhalt sich nun wie eine Lésung 
von Albumosen. Mit Chlornatrium gesattigt gibt es eine Fallung, 
die wie eine Fallung von priméren Albumosen sich verhilt, 
und das von ihr getrennte Filtrat gibt bei Zusatz von einer 
mit NaCl gesiattigten Saure eine neue Albumosenfiallung. Mit 
dem gleichen Volumen gesattigter Ammoniumsulfatlosung gibt 
das Filtrat ebenfalls eine Fallung von primaren Albumosen 
und beim Sattigen des von ihr getrennten Filtrates mit dem 
Sulfate tritt eine zweite Fallung auf, die jedoch weniger reich- 
lich als die erste ist. «Echtes Pepton» habe ich dagegen, 
wenigstens in meinen nur kurze Zeit — bis héchstens 4 Stun- 
den — dauernden Versuchen nicht nachweisen kOnnen. 

Die Entstehung von Albumosen bei der Einwirkung von 
Chymosin auf Alkalicaseinatlésungen ist eine schon seit meinen 
ersten Untersuchungen iiber die Caseingerinnung mit Lab be- 
kannte Erscheinung, die in neuerer Zeit namentlich von Petry!) 
studiert worden ist. Diese Albumosenbildung findet immer 
statt, gleichgiiltig ob die Lésungen mit mehr oder weniger 
Alkali — innerhalb der angegebenen Grenzen — bereitet 
worden sind. Die Menge der gebildeten Albumosen hingt aber 
(wie ich unten des naheren zeigen werde) wesentlich von 
dem verschiedenen Alkaligehalte der Caseinate ab, und auch 
in anderer Hinsicht verhalten sich die Alkalicaseinatlésungen je 


‘) Vgl. Hammarsten, Upsala Likareférenings Férhandl., Bd. 9, 
1873/74; H. Késter, ebenda, Bd. 16, 1880/81 und E. Petry, 1. c., Hof- 
meisters Beitrige. 
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nach dem verschiedenen Alkaligehalte etwas verschieden, was 
am scharfsten hervortritt, wenn man Lésungen von Di- und 
Pentacaseinaten mit einander vergleicht. 

Wenn man eine auf Kérpertemperatur vorerwarmte Lésung 
von Dinatriumcaseinat mit dem gleichen Volumen einer eben- 
falls vorerwarmten Enzymlésung mischt, so tritt fast unmittelbar 
eine sichtbare Verinderung auf. Das Gemenge wird, im Ver- 
gleiche zu der Kontrolleprobe, etwas opalisierend, und diese 
Opalescenz nimmt rasch zu. Nach einiger Zeit ist die Probe 
stark weil, aber in dickerer Schicht noch durchsichtig. Darauf 
wird sie noch stérker weifS, mehr milchahnlich, in dickerer 
Schicht undurchsichtig, und nach einiger Zeit entsteht ein 
flockig sich ausscheidender Niederschlag, dessen Auftreten durch 
Umrihren oder Umschiitteln beschleunigt werden kann. 

Dieser Niederschlag entsteht auch in Versuchen bei 
Zimmertemperatur, aber natiirlich langsamer als bei K6rper- 
temperatur. Die Geschwindigkeit, mit welcher er auftritt, 
hiingt auch von der Wirksamkeit der Enzymlésung ab, und 
bei Kérpertemperatur und Anwendung von reineren Enzym- 
ldsungen — mit nur 0,02—0,04°/o festen Stoffen — trat er in 
den verschiedenen Fallen meistens im Laufe von 40—60—90 
Minuten auf. Bei Anwendung von weniger reinen, aber krif- 
tiger wirkenden Enzymlésungen kam er in 15 Minuten oder 
noch friiher zum Vorschein. Die Menge der ausfallenden Sub- 
stanz ist nicht konstant und sie betrug in verschiedenen Ver- 
suchen, von denen jedoch einige bei Zimmertemperatur aus- 
gefiihrt wurden, zwischen rund 16 und 24°/) von dem Casein 
(iiber die Ursache dieser Schwankungen s. Abschnitt III). 

Die ausfallende Substanz besteht nicht aus Paracasein, 
sondern aus einem Gemenge von Stoffen, welches in Alkali 
schwerléslicher als das Paracasein ist. Der Grund seiner 
Ausfallung liegt auch darin, daB die in einer Dinatriumcaseinat- 
ldsung enthaltene Menge Alkali zwar zur Lésung des Caseins 
oder Paracaseins hinreichend, aber zur Lésung des Umwand- 
lungsproduktes unzureichend ist. DaB dieses Produkt kein 
einheitlicher Stoff, sondern ein Gemenge ist, geht unter an- 
derem daraus hervor, da8 man in ihm Fraktionen mit ver- 
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schiedener Loslichkeit in stark verdiinnter Chlorwasserstoff- 
séure nachweisen kann. Ein leicht zu konstatierender, auf- 
falliger Unterschied von dem Casein und Paracasein liegt 
darin, daf man das Gemenge allerdings in Wasser mit Hilfe 
von CaCQ, lésen kann, daB aber die Lésung wasserhell oder nur 
schwach opalisierend ist und beim Erwaérmen nicht wei8 wird. 

Das von dem nun erwahnten Gemenge getrennte Filtrat 
enthalt neben wasserléslichen Produkten (Albumosen) noch 
einen Rest von fallbarer Substanz, die wenigstens in der Haupt- 
sache wie das ausfallende Gemenge sich verhalt. Durch Er- 
hitzen zum Sieden und vorsichtigen Saurezusatz kann man 
auch diese fallbare Substanz so vollsténdig entfernen, da8 man 
ein nicht weiter fallbares Filtrat erhalt. Da eine mehr ein- 
gehende Untersuchung der bei Einwirkung von Chymosin auf 
Dicaseinatlésungen entstehenden fallbaren Produkte mich zu 
weit von der Hauptaufgabe meiner Arbeit hatte fiihren miissen, 
habe ich diese Produkte nicht naher untersucht. 

Ganz anders als eine Dinatriumcaseinatlésung verhalt sich 
eine Lésung von Natriumpentacaseinat nach Zusatz von einer 
neutralen Enzymlésung. Hier tritt viel langsamer eine schwache, 
nur allmahlich zunehmende Opalescenz auf. Eine Bildung von 
Albumosen und eine Umwandlung des Paracaseins findet aller- 
dings ebenfalls, wenn auch viel langsamer, statt, aber eine 
Fallung tritt nicht, jedenfalls nicht bei Anwendung von reineren 
Enzymlosungen, im Laufe von 24—48 Stunden auf. 

Lésungen von Tetracaseinaten werden starker und rascher 
als die der Pentacaseinate angegriffen, die Opalescenz wird viel 
starker, aber es entsteht auch hier innerhalb der genannten 
Zeit keine Fallung. Die Menge des Alkalis scheint auch in 
diesen Lésungen hinreichend zu sein, um die schwerldéslicheren 
Umwandlungsprodukte des Paracaseins in Lésung zu halten. 

In den Trinatriumcaseinatlésungen tritt dagegen regel- 
maBig, wenn auch langsamer als in den Dicaseinatlésungen, 
eine Fallung auf. Es kann sich jedoch auch ereignen, da, 
wenn ein Gemenge von Tricaseinat- und Enzymlésung so 
milchweif geworden ist, daB man das baldige Auftreten einer 
Fallung erwartet, eine solche ausbleibt und die Probe statt 
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dessen bei fortgesetzter Einwirkung des Enzymes sich eher 
wieder etwas aufhellt. Gleichgiiltig, ob man mit der einen 
oder anderen Natriumcaseinatlésung arbeitet, kana man jedoch 
immer nach Neutralisation des Alkalis mit der erforderlichen 
Menge Siaure, Filtration und Entfernung des zuriickgebliebenen 
fillbaren Eiweifes durch Sieden unter Saurezusatz ein End- 
filtrat erhalten, welches kein koagulierbares EiweiB mehr 
enthalt und wie eine Losung von primaren und sekundaren 
Albumosen sich verhalt. Eine weitere Aufteilung des Albu- 
mosengemenges in verschiedene Albumosen lag auferhalb des 
Rahmens meiner Arbeit, denn ich beabsichtigte nur, das Ver- 
halten der Alkalicaseinatlésungen als Ausgangspunkt fiir das 
Studium gewisser Seiten der Pepsin- und Chymosinwirkung 
zu benutzen. 

In dieser Hinsicht waren zunachst die zwei folgenden 
MOéglichkeiten ins Auge zu fassen. LEinerseits kénnte namlich 
die in einer Dinatriumcaseinatlésung mit je nach der Intensitat 
der Enzymwirkung wechselnder Geschwindigkeit auftretende 
Fallung vielleicht ebenso wie die Milchgerinnung als Ma der 
Enzymwirkung dienen. Auf der anderen Seite kénnte man 
vielleicht auch die quantitative Bestimmung der Hydrolysepro- 
dukte als Mittel zum Studium der Enzymwirkung unter ver- 
schiedenen Bedingungen benutzen. Diese zwei Mdglichkeiten 
sind auch Gegenstand meiner Untersuchungen gewesen und 
sie sollen in dem Folgenden in besonderen Abschnitten be- 
sprochen werden. Bevor ich zu diesen Fragen iibergehe, mu 
ich jedoch erst der zur quantitativen Bestimmung der Hydro- 
lyseprodukte benutzten Methode einige Worte widmen. 

Die quantitative Bestimmung der Hydrolyseprodukte ist 
schon von anderen Forschern, némlich von Schmidt-Nielsen’) 
und E. Petry,*) als Mittel zur Verfolgung der enzymatischen 
Vorgange in Alkalicaseinatlésungen bei Einwirkung von Chy- 
mosin benutzt worden, und in beiden Fallen wurden nur die 
sekunddren Albumosen beriicksichtigt. Schmidt-Nielsen be- 
stimmte die Menge des sogenannten Molkeneiweifes, welches 


‘) Hammarsten-Festschrift, XVI, II, Upsala-Wiesbaden 1906. 
*) l.c. Hofmeisters Beitrage. 
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wesentlich aus sekundadrer Albumose besteht und beim Aus- 
salzen mit Kochsalz in Lésung bleibt. Er bestimmte namlich 
nach verschieden langer Einwirkung des Chymosins auf Alkali- 
caseinatlésung den Stickstoffgehalt des nach Sattigung mit 
kalkhaltigem Kochsalz erhaltenen Filtrates, und er fand dabei, 
daB die Menge des Molkenstickstoffes nach 15 Minuten 3 und . 
nach 6 Stunden nur 4,5°/o des Caseinstickstoffes betrug. Er 
deutete dies dahin, daB die Bildung des MolkeneiweiBes im 
naichsten Zusammenhange mit der Paracaseinbildung steht und 
nicht das Resultat einer fortgesetzten Hydrolyse ist. Petry, 
welcher den Stickstoff in dem Filtrate nach Sattigung mit 
Magnesiumsulfat oder nach Halbsattigung mit Zinksulfat be- 
stimmte, kam zu dem entgegengesetzten Resultate, daf namlich 
die Molkeneiweifbildung nicht im Momente der Paracasein- 
bildung stehen bleibt, sondern tiber diesen hinaus kontinuierlich 
weiter schreitet. Zu bemerken ist jedoch, daB auch Petry 
eine mehr bedeutende Zunahme des Molkenstickstoffes erst 
nach langdauernder Einwirkung fand. In den zwei von ihm 
bei 40° C. ausgefiihrten Versuchen hatte in dem einen nach 
Verlauf von 1 Stunde und in dem anderen sogar nach 3 Stunden 
noch keine Vermehrung des Molkenstickstoffes stattgefunden, 
und es besteht also kein bedeutender Widerspruch zwischen 
den Beobachtungen der beiden Forscher. 

Das Verfahren, die Intensitét der Hydrolyse, d. h. in 
diesem Falle der Albumosenbildung, durch Bestimmung von 
nur einer besonderen Albumosenfraktion zu ermitteln, ist je- 
doch nur unter der Voraussetzung berechtigt, daB diese Fraktion 
stets in einer konstanten Relation zu der Gesamtmenge der 
Albumosen gebildet wird. Da nun nach den Untersuchungen 
von FE. Zunz') eine ahnliche Voraussetzung wenigstens fiir die 
Pepsinverdauung nicht zutreffend zu sein scheint, ist es nicht 
ausgeschlossen, daf auch bei der Hydrolyse des Caseins durch 
Lab die obige Voraussetzung nicht zutrifft, und ich fand es 
deshalb mehr zusagend, die Gesamtmenge der Albumosen zu 
bestimmen. Gegen ein solches Verfahren kann man allerdings 
einwenden, daB auch die Gesamtmenge der Albumosen viel- 


') Diese Zeitschr., Bd. 28, S. 132 (1899). 
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leicht nicht immer in einer konstanten Relation zu der Bildung 
anderer Hydrolyseprodukte steht und folglich kein zuverlissiges 
Mafi der Hydrolyse ist, und diese Einwendung ist unzweifelhaft 
berechtigt. Da man aber durch Bestimmung von dem ganzen 
Bruchteil des Caseins, der unter bestimmten Verhaltnissen in 
Albumosen umgewandelt worden ist, eine bessere Vorstellung 
von dem Umfange der Hydrolyse gewinnt als durch Bestimmung 
von nur einer besonderen Albumosenfraktion, deren Relation 
zu der gesamten Albumosenmenge unbekannt ist, schien es 
mir mehr angemessen zu sein, gerade die Frage zu priifen, 
ob und inwieweit die Gesamtmenge der Albumosen als Mab 
der Enzymwirkung dienen kénnte. Das hierzu benutzte Ver- 
fahren war folgendes. 

Wenn in einem Versuche die Enzymwirkung die bestimmte 
Zeit bei K6érpertemperatur stattgefunden hatte, wurden alle 
Proben durch Einstellen in kaltes Wasser rasch auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlt. Dann wurde die berechnete Menge 
n/1o-Séure (bezw. in Versuchen mit sauren LOsungen "/10-Lauge) 
zugesetzt und das ausgefallte EKiwei® (Casein, Paracasein und 
weiter umgewandeltes, bei Neutralisation fallbares EiweiB) 
durch trockene Filter abfiltriert. Die Ausfallung des Eiweifes 
und die Gewinnung von ganz wasserhellen Filtraten gelang 
jedoch noch besser, wenn die Versuchsfliissigkeit einen sehr 
kleinen SaéureiiberschuB (0,1—0,2 ccm "/10-Saure auf je 50 bis 
60 ccm Fliissigkeit) enthielt. Von den wasserhellen Filtraten 
wurden gleich grofie Volumina genau abgemessen und in pas- 
senden Kolben durch Hitzekoagulation unter Zusatz von einer 
stark verdiinnten Essigséure von nicht ausgefilltem, aber ko- 
agulablem Eiweifi befreit. Die vollstaindige Entfernung alles 
koagulablen Eiweifes — dessen Menge immer nur klein ist — 
ist nicht ganz leicht, und es ist am besten, in einem kleineren 
abgemessenen Teil des Filtrates die zur Ausfillung erforder- 
lichen Mengen Essigsiiure vorher zu bestimmen. Bei richtiger 
Arbeit erhalt man ein neues, wasserhelles Filtrat, das ganz 
frei von fallbarem oder hitzekoagulablem Eiweif ist. Durch 
Zusatz von Essigsdure und Kaliumferrocyanid wird das Filtrat 
nicht direkt gefallt; es wird hdchstens sehr schwach opali- 
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sierend und setzt erst nach mehreren Stunden eine sehr ge- 
ringfiigige Fallung ab. Diese Fallung riihrt von einer in sehr 
kleiner Menge vorhandenen Albumose her, die man in den 
stirker konzentrierten Filtraten direkt ausfallen kann. 

In einem vorigen Aufsatze') habe ich iiber einige Ver- 
suche berichtet, in welchen die quantitative Albumosenbestim- 
mung in der Weise geschah, daf die ersten Filtrate direkt, 
ohne Entfernung des fallbaren Eiweifes durch Hitzekoagulation, 
eingetrocknet wurden. Der nach dem Trocknen bei 105 bis 
110° C. erhaltene Riickstand hinterlie8 immer einen in Wasser 
z. T. unléslichen Rest, der abfiltriert und ausgewaschen wurde. 
Das Filtrat (mit dem Waschwasser) wurde eingetrocknet und 
der neue Rest nach dem Trocknen gewogen. Ich lief es damals 
dahingestellt sein, ob der in Wasser unlosliche Teil aus einem 
nicht ausgefallten Rest des Paracaseins oder aus einer beim 
Eintrocknen gebildeten Dysalbumose bestand. Fortgesetzte 
Untersuchungen haben gezeigt, dai dieser in Wasser unldés- 
liche Rest immer aus fallbarem koaguliertem Eiweif besteht und 
daneben meistens auch eine wéhrend des Trocknens bei héherer 
Temperatur aus einer Albumose gebildete Dysalbumose enthalt. 
Diejenige Albumose, welche wahrend des Trocknens in Dys- 
albumose iibergeht, wird bei verschiedener Versuchsanordnung 
in ein wenig verschiedener Menge gebildet, und bei einer Be- 
stimmung der gesamten Albumosen ist es also nicht gestattet, 
die gebildete Dysalbumose zu entfernen. 

Aus dem nun angefiihrten Grunde habe ich diese Ailtere 
Methode verlassen und alles koagulable, fallbare Eiweif in der 
eben erwahnten Weise entfernt. Da dieses koagulierte Eiweif 
in Wasser unldéslich ist, kann man es leicht auf einem kleinen 
Filtrum mit Wasser auswaschen. Das Filtrat (samt dem Wasch- 
wasser) wird in einer Platinschale eingetrocknet und der Riick- 
stand, nach dem Trocknen zu konstantem Gewicht, gewogen. 
Da in jedem Versuche eine Kontrolleprobe mit derselben, un- 
wirksam gemachten Enzymlésung unter im tbrigen ganz den- 
selben Bedingungen angestellt wurde, konnte der getrocknete 
und gewogene Riickstand der Kontrolleprobe von den Riick- 


') Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 316 (1915). 
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stinden in den anderen Proben einfach abgezogen und der 
Rest in jeder Probe als Albumosen betrachtet werden. 

Statt des Eintrocknens und Wagens kann man natiirlich 
nach Entfernung des fallbaren EiweiBes den Stickstoff in dem 
auf das urspriingliche Volumen gebrachten Filtrate nach 
Kjeldahl bestimmen. Das Wagungsverfahren gibt aber, wie 
Doppeltbestimmungen zeigten, sehr genaue Resultate, es er- 
fordert nicht mehr, eher weniger, Arbeit als die Stickstoff- 
bestimmungen, und hierzu kommt noch, dai man wahrend der 
Verdunstung der Fliissigkeit in der Platinschale noch weiter 
die gelungene Entfernung von allem koagulablen EiweiB kon- 
trollieren kann, was bei direkter Kjeldahl-Bestimmung nicht 
der Fall ist. Die einzige Schwierigkeit der ganzen Bestimmung 
ist die vollstandige Entfernung des fallbaren Eiweifes aus dem 
Filtrate, und diesen Teil des Verfahrens kann man weder in 
dem einen noch in dem anderen Falle umgehen. Ob man in 
dem letzten Filtrate den Stickstoff oder die Menge der Albu- 
mosen bestimmt, diirfte dagegen gleichgiiltig sein. 


lll. Verhalten der Dialkalicaseinatlésungen als Mab 
der Enzymwirkung. 


Dinatriumcaseinatlésungen geben, wie oben erwahnt, mit 
Chymosinlésungen nach einiger Zeit eine Fallung, die in ver- 
schiedenen Fallen mit verschiedener Geschwindigkeit auftritt. 
Bei Zimmertemperatur tritt die Fallung regelmaBig so langsam 
auf, daB nur Versuche bei Korpertemperatur zu einer ver- 
gleichenden Priifung der Wirkung von Enzymlésungen ver- 
schiedener Starke geeignet sind. 

In solchen vergleichenden Versuchen kann man nun die 
stufenweise Verinderung der Dicaseinatlédsungen von begin- 
nender Opalescenz bis zum MilchweiBwerden und beginnender 
Ausfallung gut verfolgen, und man kann direkt sehen, welche 
von zwei oder mehreren Enzymlésungen die wirksamste ist. 
Es war deshalb von Interesse zu sehen, ob zwischen dem 
Enzymgehalte und der zum Auftreten der Fallung n6tigen Zeit 
eine solche Proportionalitét besteht, da’ die Fallung der Di- 
caseinatlésung ebenso wie die Gerinnung der Milch als Mab 
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der Enzymwirkung dienen konnte. Zahlreiche zu dem Zwecke 
ausgefiihrte Versuche haben gezeigt, da dies nicht der Fall 
ist. Eine enzymreichere Lésung ruft allerdings in einer Di- 
natriumcaseinatlésung eine Fallung friiher als eine enzym- 
armere hervor; aber die zur Hervorrufung der Fallung erfor- 
derlichen Zeiten stehen in keiner konstanten oder direkten 
Beziehung zu dem ungleichen Enzymgehalte. Die Abweichung 
riihrt auch nicht daher, daf man den Zeitpunkt fiir das Auf- 
treten der Fallung nicht so genau in einer Dicaseinatlésung 
wie den Zeitpunkt der Milchgerinnung bestimmen kann, denn 
die Abweichung von dem Zeitgesetze ist so bedeutend, da8 
selbst eine Fehlablesung von mehreren Minuten ohne Belang ist. 
Die zu diesen Versuchen benutzten Enzymlésungen waren 
in den meisten Fallen nach der in meinem letzten Aufsatze?) 
beschriebenen Methode, die ich hier und in dem Folgenden 
der Kiirze halber die «Neutralisationsmethode» nenne, dar- 
gestellt worden. Diese Lésungen enthielten stets nur eine 
kleine Menge, 0,015—0,045°/o, feste.Stoffe. In mehreren Ver- 
suchen benutzte ich auch durch Dialyse gereinigte, neutral 
reagierende Lésungen von Hansens Labpulver. Als Verdiin- 
nungsfliissigkeit zur Darstellung von Enzymlésungen verschie- 
dener Starke diente teils Wasser und teils ein Teil derselben, 
durch Erhitzen auf 90—95° C. unwirksam gemachten Enzym- 
lésung. Die nach dem oben angegebenen Verfahren dargestellten 
Dicaseinatlésungen enthielten immer 2°/o Casein und 0,0263 °/o 
NaCl. Als Beispiele fiihre ich hier einige Versuche an. 


Versuch 1. Eine durch Dialyse gereinigte Lésung von Hansens 
Labpulver mit 0,033°/o organischen Stoffen. Die Verdiinnung geschah 
teils mit Wasser und teils mit der unwirksam gemachten Lablisung, so 
dafi Lésungen von dem Enzymgehalte 1, '/s und ‘'/e erhalten wurden. 
Die mit Wasser verdiinnten Liésungen sind mit W und die mit unwirk- 
sam gemachter Enzym-(Lab)-Lisung verdiinnten mit E bezeichnet worden. 
Die Zeiten bedeuten iiberall fiir die Milchversuche die Gerinnung und fiir 
die Caseinatversuche das erste, ganz deutliche Auftreten einer Fallung. 
Enzymgehalt Milchversuche (Temp. 38°C.) Dicaseinatvers. (88—39° C.) 


1 — 85Sek.; = 30Sek. = 45Min; = 44Min 
'/s W=110 > ;E=112 > W= 98 » ;E= 97 > 
tg W=200 > ;:E=2292 » W=154 >» ;E= 152 > 





4) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 298 (1915). 
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Die Relationszahlen waren also: fiir die Milchversuche =1:3:6 
>» » Dicaseinatversuche = 1 : 2,2: 3,4. 

Die Milchgerinnung folgte also sowohl bei Verdiinnung mit Wasser 
wie mit Enzymlésung dem sogenannten Zeitgesetze. Die Versuche mit 
Dicaseinatlésung zeigten ein ganz abweichendes Verhalten. 

Versuch 2. Enzymlésung, nach der Neutralisationsmethode dar- 
gestellt, mit 0,041 °/o festen Stoffen. Die Verdiinnung geschah in diesem 
Falle nur mit unwirksamer Enzymlésung und die Konzentrationen waren 
1, */s und ‘Je. 

Enzymgehalt Milchversuche (Temp. 39° C.) Dicaseinatvers. (39° C.) 
1 


30 Sek. 45 Min. 
Ys 89 > 87 > 
‘/6 178 >» 128 >» 
Die Relationszahlen also: in den Milchversuchen =m 1:8:6 


» » Dicaseinatversuchen = 1: 1,9: 2.8. 

Versuch 3. Dialysierte Lésung von Hansens Labpulver mit 

0,022 °jo organischen Stoffen und 0,028°/o NaCl. Verdiinnungsfliissigkeit 
teils Wasser (W) und teils unwirksame Enzymlésung (E.) Enzymkonzen- 


trationen: 1, */« und ‘/s. 
Enzymgehalt Milchversuche (Temp. 38,5°) Dicaseinatversuche (38,5—39°) 


1 37 Sek.; 37 Sek. 80 Min. 
"N4 W 142 » ; E140 » 187 >» 
"/s W 270 » ; E 262 » 265 >» 


Die Milchgerinnung folgte in diesem Versuche nicht dem Zeitge- 
setze so genau, wie dies sonst bei héheren Temperaturen meistens der 
Fall ist; aber die Dicaseinatversuche zeigten, wie immer, eine weit grifere 


Abweichung. 
Die Relationszahlen waren namlich: 
in den Milchversuchen W=i1:38:7,8 
> »> > E ail: 3,8 : 7,1 
>» » Dicaseinatversuchen E = 1: 2,3: 3,3. 


Versuch 4. Enzymlésung nach der Neutralisationsmethode be- 
reitet mit 0,026°/o festen Stoffen. Verdiinnung mit unwirksam gemachter 


Enzymlésung. 
Enzymgehalt Milchversuche (Temp. 39° C.) Dicaseinatversuche 39° C. 
1 20—22 Sek. 68 Min. 
1/4 85 >» 156 > 
/s 170 » 248 > 
Ie 335 > 


Die Relationszahlen waren also: 
fiir die Milchversuche = 1:4:8:16 
>» » Dicaseinatversuche = 1 : 2,3: 3,6. 
Versuch 5. Eine dialysierte Lésung von Hansens Labpulver 
mit 0,067° organischen Stoffen und 0,059°/e NaCl. Die Lésung war 
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durch Alkalibehandlung (0,008 °/o NaOH wiahrend 3*/s Minuten bei Zimmer- 
temperatur) soweit von Pepsin befreit worden, dah die Mettsche Probe 
volistandig negativ ausfiel. In einem Versuche mit feinkoaguliertem, 
feuchtem Hihnereiweifi bei etwa 37°C. wahrend 30 Stunden war die mit 
0,2°/o HCl angesiuerte Lésung ebenso unwirksam wie die zu demselben 
Sauregrade angesduerte, durch Erhitzen unwirksam gemachte Lésung. Die 
Verdiinnung geschah sowohl mit Wasser (W) wie mit unwirksamer Enzym- 
lésung (E). Die Temperatur war in den Milchversuchen mit W 38° C., 
in den mit E 36,5° C. und in den Dicaseinatversuchen 39° C. 


Enzymgehalt Milchversuche Dicaseinatversuche 
1 12—15 Sek. ; 15 Sek. 44 Min. 
/s W 40 >» ;E 45 » E 94 » 
"lg WwW 120 » ; E130 » E 208 » 
Die Relationszahlen waren also: 
fiir die Milchversuche = 1:3:9 


>» » Dicaseinatversuche = 1 : 2,15: 4,7. 

Eine Kontrolleprobe mit kaduflichem Pepsin, 1: 100000, verdaute 
leicht und vollstaéndig dieselbe Menge koaguliertes Hiihnereiweif, die von 
der angewandten Lablésung in 30 Stunden nicht merkbar angegriffen 
wurde, und die Lablisung, welche Milch in 15 Sekunden koagulierte, 
zeigte also keine in Betracht kommende Pepsinwirkung. 

Andere, nach demselben Prinzip mit alkalisierten Enzym- 
lisungen ausgefiihrte Versuche haben zu ganz 4hnlichen Re- 
sultaten gefiihrt, und aus sémtlichen Versuchen folgt also, da8 
es fiir das Versuchsergebnis ohne Belang ist, ob die Enzym- 
lésungen als pepsinhaltig oder als fast pepsinfrei sich erweisen. 
Es handelt sich also offenbar nur um eine Chymosinwirkung. 

Da sadmtliche Versuche itibereinstimmende Resultate er- 
geben haben, diirfte es iiberfliissig sein, noch weitere Beispiele 
anzufiihren. Immer hat es sich gezeigt, daB die Zeit, welche 
zum Auftreten einer Fallung in einer Dinatriumcaseinatlésung 
erforderlich ist, nicht dem Enzymgehalte umgekehrt propor- 
tional ist; und dieser Vorgang kann also nicht, im Gegensatz 
zu der Milchgerinnung, als MaB der relativen Enzymmengen 
dienen. Die Abweichung von dem Zeitgesetze ist am gréften 
bei groBen Unterschieden in dem Enzymgehalte — wenigstens 
bei den von mir gepriiften Verdiinnungen, die nie starker als 
1/9 der urspriinglichen Enzymmenge waren. In dem Mage, 
wie die Enzymmengen zweier Lésungen weniger von einander 
abweichen, tritt auch der Niederschlag in beiden mehr gleich- 
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zeitig auf, was aus anderen in dem Folgenden mitzuteilenden 
Versuchen ersichtlich werden soll. 

Da eine Enzymlésung, welche in Milchversuchen dem 
Zeitgesetze entsprechend wirkt, in einer Dinatriumcaseinat- 
losung ein ganz anderes Verhalten zeigt, hat wohl seinen 
Grund darin, da die Milchgerinnung ein erstes Stadium der 
Chymosinwirkung darstellt, in welchem ein homogenes Produkt, 
das Paracasein, gebildet und durch Vermittelung der anwesen- 
den Kalksalze sogleich ausgefallt wird. Bei der Einwirkung 
von Chymosin auf eine Dialkalicaseinatlésung wird ebenfalls 
in einem ersten Stadium Paracasein gebildet; aber dieses 
bleibt in Loésung, wird weiter umgewandelt und liefert neue 
Produkte, die eine ungleiche Léslichkeit, bezw. eine verschie- 
dene Fallbarkeit haben. Nach v. Slyke und Bosworth!) soll 
die Milchgerinnung infolge der Chymosinwirkung dadurch be- 
dingt sein, da&B das Casein in 2 Molekiile Paracasein sich 
spaltet, und wenn diese Ansicht richtig ist, diirfte der eben 
gemachte Erklarungsversuch sehr an Wahrscheinlichkeit ge- 
winnen. 

Dieser Erklarungsversuch steht auch in gutem Einklang 
damit, daB einerseits die Fallung, wie oben angegeben, nicht 
einheitlicher Natur ist, und daf anderseits ihre Entstehung 
nicht, wie die Milchgerinnung, fast wie mit einem Schlage 
abgeschlossen und fertig ist, sondern einige Zeit fortdauert. 
Wenn man namlich, unmittelbar nachdem in einem Gemenge 
von Dicaseinat- und Enzymlésung eine flockige Fillung sich 
gebildet hat, die Probe rasch abkihlt und zentrifugiert, erhalt 
man einen weifien, festen Bodensatz und dariiber eine mehr 
oder weniger stark weife Flissigkeit. GieBt man die letztere ab 
und laBt sie von neuem einige Zeit bei K6rpertemperatur stehen, 
so triibt sie sich wieder und es wird eine neue Fallung gebildet, 
deren Menge zunimmt, bis man zuletzt eine klare oder fast 
klare Fliissigkeit, die keine weitere Fallung gibt, erhilt. 

Die Menge der Fallung ist also von dem Zeitpunkte, wo 
man den Versuch unterbricht, abhingig, und als Beleg hierfiir 
midge folgendes Beispiel dienen. Ein Gemenge von Dicaseinat- 


1) Journal of biol. Chemistry, Bd. 14, und Bosworth, ebenda, Bd. 15. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 4 
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und Enzymlésung wurde in zwei gleich grofe Portionen geteilt, 
die gleichzeitig ins Wasserbad (39° C.) eingestellt wurden. 
Nach 50 Minuten trat — gleichzeitig in beiden — die charakte- 
ristische Fallung auf. Die eine Portion wurde nun rasch ab- 
gekiihlt, 5 Minuten stark zentrifugiert und dann die Menge der 
Fallung bestimmt. Die andere Portion blieb noch eine Stunde 
bei 39° C. stehen und dann genau wie die erstgenannte behan- 
delt. Die Menge der Fallung betrug in der ersten Portion 
10°/o und in der zweiten 20,4°/o von der Menge des Caseins. 

Den Zeitpunkt, da die Bildung der obengenannten FAallung 
gerade aufhdrt, kann man nicht direkt bestimmen, denn das 
Aussehen der Proben gibt keine brauchbaren Anhaltspunkte 
dafiir, und wenn man endlich eine Flissigkeit erhalten hat, die 
keine weitere Fallung gibt, so ist immer die Moglichkeit vor- 
handen, da®B ein Teil der zuerst aufgetretenen Fallung schon 
weiter hydrolysiert worden ist. In der Schwierigkeit, den 
Endpunkt der fraglichen Niederschlagsbildung zu fixieren, liegt 
wohl auch wahrscheinlich der wichtigste Grund, warum ich, 
wie oben S. 39 angegeben wurde, Schwankungen in der Menge 
des gebildeten Niederschlages von rund 16—24°/o gefunden 
habe. Mdoglicherweise kommen hier auch andere Faktoren, 
wie die Intensitat der Enzymwirkung und die Temperatur, in 
Betracht, denn die héchsten Werte, 21,5 und 24,6°/o, erhielt 
ich in Versuchen bei Zimmertemperatur, die erst wahrend der 
Nacht (beim Aufbewahren der Proben in einem kalten Zimmer) 
fertig wurden. Hier hatte die Fallung das Aussehen eines 
lockeren Gerinnsels mit ausgeprefter, wasserheller Fliissigkeit. 
Die Bildung der Fallung war vollstindig beendet, und die 
Gelegenheit zur weiteren Hydrolyse der gebildeten Fallung war 
wohl bei dieser niedrigen Temperatur kleiner als bei Korper- 
temperatur. 

Leichter als den Endpunkt des erwahnten Vorganges 
kann man bei einiger Ubung den Anfangspunkt desselben, 
d. h. das erste Auftreten der Fallung bestimmen. Wenn man 
nimlich dem Fallungspunkte nahe gekommen ist, erkennt man 
das an dem veranderten Aussehen der milchweifen Versuchs- 
fliissigkeit, indem sie nun in diinnerer Schicht ein eigentiimlich 
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halbdurchsichtiges Aussehen annimmt. Wenn man nun das 
geschlossene Gefili jede Minute oder alle zwei Minuten einige 
Male umdreht und die Fliissigkeit dadurch in leise Bewegungen 
versetzt, so tritt bald wie mit einmal eine, die ganze Fliissig- 
keit durchsetzende feine Fiallung auf, die rasch mehr grob- 
flockig wird und zum Boden sinkt. Verschiedene Versuche 
mit kleineren und gréSeren Mengen derselben Versuchsfliissig- 
keit haben gezeigt, dafB die verschiedenen Proben entweder 
nach ganz derselben Zeit oder nur mit einem Unterschied von 
ein paar Minuten die charakteristische Fallung geben. Eine 
gewisse Ubung ist allerdings bei solchen Versuchen erforder- 
lich; aber auf der anderen Seite ist auch eine Fehlbestimmung 
von wenigen Minuten in diesen, immer iiber etwas lingere 
Zeit sich erstreckenden Versuchen ohne Belang. 

Da man also das Auftreten dieser Fiillung hinreichend 
genau bestimmen kann, war es von Interesse zu erfahren, ob 
zwischen dem Auftreten dieser Fallung und der Bildung der 
anderen Hydrolysenprodukte eine solche Beziehung besteht, 
daB die Fallung der Dicaseinatlésungen immer ein bestimmtes 
Stadium in der Hydrolyse solcher Lésungen repradsentiert. Da 
die Menge der Fallung weniger gut bestimmbar ist, l4Bt sich 
ein Vergleich zwischen ihr und der Albumosenmenge nicht mit 
Vorteil ausfiihren. Da man aber die Gesamtmenge der Albu- 
mosen in jedem beliebigen Momente der Hydrolyse bestimmen 
kann, ist es leicht zu priifen, ob die Albumosen in diesem 
Stadium der Hydrolyse (also beim ersten Auftreten der Fillung) 
immer denselben Bruchteil des Caseins darstellen, gleichgiiltig 
ob die Fallung friiher (bei kraftigerer Enzymwirkung) oder 
spater (bei schwacherer Enzymwirkung) auftritt. Um diese 
Frage zu beleuchten, fiihre ich hier als Beispiele die folgenden 
Versuche mit Dicaseinatlésungen an. 


Versuch 6. Durch Dialyse gereinigte Lésung von Hansens Lab- 
pulver, dieselbe Lésung wie in Vers. 3. Verdiinnungsfliissigkeit dieselbe, 
erhitzte Lablésung. Es wurden drei Proben mit je 30 ccm Dicaseinat- 
und 30 ccm Lablésung angeordnet: K mit erhitzter unwirksamer Lab- 
lésung, A mit unverdiinnter und B mit zu ‘/s verdiinnter Lablésung. 
Temp. 38,5—39° C. In A trat die Fallung nach 80, in B nach 185 Mi- 
nuten auf. Zur Neutralisation des Caseinalkalis waren laut der Berech- 
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nung rund 1,4 ccm "/:0-Saéure erforderlich und es wurden 1,5 ccm zu- 
gesetzt. Rasche Filtration, wasserhelle Filtrate, von denen je 50 ccm 
zur Entfernung des fallbaren und koagulablen Eiweifes verarbeitet wurden. 
Nach Abzug der festen Stoffe in der Kontrollprobe K (0,053 g) waren die 
Albumosenmengen in A 0,256 und in B 0,162 g. Berechnet man die 
Albumosenmengen auf die Gesamtmenge Versuchsfliissigkeit (60 ccm vor 
der Neutralisation), was wohl nicht ganz exakt ist, aber jedenfalls einen 
guten Vergleich von den Albumosenmengen in beiden Proben, in Pro- 
zenten von dem Casein, gestattet, so erhalt man die Zahlen, resp. 0,307 
und 0,194 g. Die Menge des Caseins in jeder Probe war 0,600 g, und 
bei dem Enzymgehalte 1 waren also nach 80 Minuten 51°/o und bei dem 
Enzymgehalte '/4 nach 185 Minuten 32,3°/o von dem Casein in Albumosen 
umgewandelt worden. 

Versuch 7. Dieselbe Enzymlésung wie in Vers. 4 und dieselbe 
Versuchsanordnung wie in dem vorigen Versuche (Nr. 6) mit je 30 ccm 
Enzym- und 30 ccm Dicaseinatlésung (von 2°/o). A. Enzymkonzentration 1 
und B. */4. Temp. 39° C. In A trat die Fallung nach 68 Minuten und 
in B nach 158 Minuten auf. Albumosenmengen in 50 ccm Filtrat in 
A = 0,256 und in B = 0,178 g. Auf 60 ccm berechnet waren in A 0,307 
und in B 0,214 g, bezw. 51,1 und 35,7 °o von dem Casein, gebildet worden. 

Versuch 8. Dieselbe dialysierte und durch Alkalieinwirkung von 
Pepsin befreite Lablésung wie in Vers. 5. Dieselbe Versuchsanordnung 
wie in den zwei vorigen Versuchen, aber die Enzymmengen in A und B 
waren 1 und ‘/e. Temp. 39°. A gab Fallung nach 41 und B nach 
132 Minuten. Die Albumosenmengen, auf 60 ccm berechnet, waren in 
A 0,226 g und in B 0,170 g, bezw. 37,6 und 28,3°%o von dem Casein. 





Der Ubersichtlichkeit halber sind die wichtigsten Ver- 
suchsdata in der folgenden Tabelle zusammengestellt worden. 
Der Kiirze halber wird die Zeit fiir das Auftreten der Fallung 
als Gerinnungszeit bezeichnet. 

















Tabelle I. 
Ge- | Casein. |... | Albumosen 
— rinnungs- Casein- | albumosen in %o 
nzymgehalt anit menge “— oem dee 
Min. =e Casein 
: 7 
CM ices 80 0,600 | 0,307 51,1 
Versuch 6) 1,7 2 2] 185 0,600 | 0,194 32'3 
eS eee 68 0,600 | 0307 | 54,1 
"Est 0.600 | 0214 | 35,7 
a ee 41 0,600 | 0,226 | 876 
>» Sy...) 132 «| 0600 | 0170 | 283 
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Die drei Versuche fiihrten also zu demselben Resultate, 
némlich daf in dem Zeitpunkte, da in einer Dinatriumcaseinat- 
lésung durch Labwirkung eine Fallung auftritt, die gebildeten 
Albumosenmengen nicht einen konstanten Bruchteil des Caseins 
darstellen, sondern bedeutend von einander abweichen kénnen. 
Da8 in den Versuchen 6 und 7 bei dem Enzymgehalte 1 die 
Albumosenmengen genau dieselben waren, ist offenbar ein 
Zufall, denn die beiden Enzymlésungen waren nicht gleich 
kraftig wirksam. Das Wesentliche ist, daf bei Anwendung 
von einer und derselben Enzymlésung in verschiedener Ver- 
diinnung die Albumosenmengen in allen drei Versuchen in 
— nach dem Aussehen zu urteilen — demselben Momente 
der Hydrolyse wesentlich verschieden waren. In der enzym- 
reicheren Probe war immer eine gréfere Albumosenmenge 
als in den enzymarmeren bei dem entsprechenden Zeitpunkte 
gebildet worden. Das Auftreten der Fallung bezeichnet also 
nicht ein bestimmtes Stadium der Hydrolyse, in welchem die 
Albumosen in einem konstanten Verhialtnis zu den anderen 
Hydrolyseprodukten stehen, und dieses Resultat steht in guter 
Ubereinstimmung mit der aus den obigen, qualitativen Ver- 
suchen hervorgegangenen Tatsache, daB das Auftreten der 
Fallung nicht als Maf der Enzymmenge dienen kann. 


IV. Wirkung der Enzymloésungen auf Caseinate von 
verschiedenem Alkaligehalte. 


Wie in dem Vorigen erwaéhnt wurde, hatten die qualita- 
tiven Versuche gezeigt, daB, nach dem Aussehen zu urteilen, 
die alkalireicheren Caseinatlésungen bei der Einwirkung von 
Chymosin langsamer als die alkalidrmeren angegriffen werden, 
und dies machte es wahrscheinlich, daB auch die Albumosen- 
bildung mit ungleicher Geschwindigkeit in den verschiedenen 
Caseinatlésungen bei demselben Enzymgehalte verlaufen wiirde. 
Um dies zu priifen, habe ich die Albumosenbildung in Di- und 
Tetracaseinatlédsungen auf der einen Seite und in Tri- und 
Pentacaseinatlésungen auf der anderen miteinander verglichen. 

Die Caseinatlésungen waren immer 2°/oig und ich ging 
bei ihrer Darstellung stets von 4°/oigen Lisungen aus. Die 
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Lésungen von Dialkalicaseinat wurden in oben (S. 36) ange- 
gebener Weise aus Tetracaseinatldsungen durch Verdiinnung 
mit ®/100-HCl und Wasser bereitet, und die zu vergleichenden 
Tetracaseinatldsungen wurden durch entsprechende Verdiinnung 
mit ®/i00-NaCl und Wasser auf den Gehalt von 2°/o Casein 
gebracht. In analoger Weise wurden aus 4°/oigen Penta- 
caseinatldsungen durch Verdiinnung mit ®/100-HCl] 2°/oige Tri- 
caseinatldsungen und durch entsprechende Verdiinnung mit 
n/;00-NaCl 2°/oige Pentacaseinatlésungen dargestellt. Da Alkali- 
caseinatldsungen, welche, auch bei Gegenwart von Toluol, 
lingere Zeit auf KO6rpertemperatur erwarmt werden, z. T. sich 
verandern und eine kleine Menge nicht fallbare Substanz geben, 
habe ich aus diesen und anderen Griinden in sowohl diesen 
wie in allen anderen Versuchen mit Caseinatlésungen die 
Enzymlésungen nur 1—3, héchstens 4 Stunden, einwirken lassen. 
Durch besondere Versuche habe ich mich davon tberzeugt, 
daB NatriumcaseinatlOsungen, auch die mit dem héchsten Alkali- 
gehalte (die Pentacaseinatlésungen), innerhalb dieser Zeit oder 
im Laufe von 5—6 Stunden bei Abwesenheit von Enzym nicht 
nachweisbar verandert werden. Zu den Versuchen wurden nach 
der Neutralisationsmethode dargestellte, bezw. durch Dialyse 
gereinigte, an festen Stoffen arme Enzymlésungen verwendet. 

Da die Enzymlésungen regelméBig wesentlich schwacher 
als die neutralisierten Kalbsmageninfusionen wirken, kénnte 
es vielleicht vorteilhaft erscheinen, mit solchen Infusionen zu 
arbeiten, um eine kraftigere Albumosenbildung zu erreichen. 
Die neutralisierten Infusionen sind indessen nicht hierzu ge- 
eignet, indem sie, wenn man sie nicht hinreichend verdiinnt 
— was ihre Wirkung herabsetzt —, mit Alkalicaseinatlésungen 
direkt mehr oder weniger reichliche Fallungen geben. Die 
Natur dieser, bei passenden Mengenverhiltnissen auftretenden 
und bei anderen Mengenverhialtnissen sich mehr oder weniger 
vollstindig wieder lésenden Fiallungen habe ich noch nicht 
Gelegenheit gehabt, eingehender zu untersuchen. Das Auf- 
treten solcher Fallungen ist indessen einer der Griinde, warum 
ich nur mit gereinigten, stoffarmen Enzymlésungen gearbeitet 


habe. 
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Die Albumosenbestimmung geschah in oben angegebener 
Weise, und da simtliche in diesem Abschnitte angefiihrten 
Versuche nach demselben Prinzipe ausgefiihrt worden sind, 
diirfte es wohl geniigend sein, nur einen Versuch als Beispiel 
etwas ausfiihrlicher anzufiihren. Fiir die tibrigen werden nur 
die wichtigsten Data mitgeteilt. 


Versuch 9. Die nach der Neutralisationsmethode dargestellte 
Enzymlésung enthielt nur 0,010°/o feste Stoffe. Sie koagulierte Milch 
in etwa 1 Minute und reagierte neutral. Ein Teil, auf 95° C. erhitzt, 
wurde zu der Kontrollprobe K verwendet. Diese Probe enthielt 15 ccm 
Di- -+- 15 ccm Tetracaseinatlésung und 30 ccm unwirksame Enzymldésung. 
Die Probe A enthielt 30 ccm Dicaseinat- und 30 ccm Enzymlésung, die 
Probe B 30 ccm Tetracaseinat- und 30 ccm Enzymlésung. Temp. 39° C. 
Nach 90 Minuten Fallung in A und der Versuch wurde unterbrochen. 
B war nun ziemlich stark wei8 und K unverindert. Alle Proben wurden 
nach dem Abkiihlen mit den berechneten Saéuremengen und Wasser 
(K 2,1 ccm ®/:10-HCl -+- 0,7 ccm Wasser, A 1,45 ccm Sdure + 1,35 ccm 
Wasser und B 2,8 ccm Sadure) versetzt und durch trockene Filter filtriert. 
Von den wasserhellen Filtraten wurden je 50 ccm verarbeitet. Nach Ab- 
zug von den festen Stoffen in K (0,046 g) lieferte A 0,205 und B 0,121 g 
Albumosen, Auf die urspriingliche Versuchsfliissigkeit, 60 ccm, berechnet, 
entspricht dies bezw. A 0,246 g und B 0,145 g Albumosen, d. h. in Pro- 
zenten von dem Casein (0,600 g) 41 bezw. 24,16 %o. 

Versuch 10. Enzymlésung mit 0,41°o festen Stoffen. Pepsin- 
wirkung durch Alkalieinwirkung aufgehoben. Di- und Tetracaseinatlésungen 
30 ccm; Enzymlésung ebenso. Temp. 39° C. Versuchsdauer 50 Minuten. 
Nach dieser Zeit Fallung in A. Albumosenmengen in je 50 ccm Filtrat 
in A 0,284 und in B 0,160g, d.h. auf 60 cem bezw. 0,340 und 0,192 g oder 
in Prozenten von dem Casein (0,600 g) in A 56,7 und in B 32,0°/o. 

Versuch 11. Enzymlésung mit 0,033 °/o festen Stoffen. Di- und 
Tetracaseinatlésungen. Versuchsanordnung wie in den zwei vorigen Ver- 
suchen. Temp. 37,5—38° C. Versuchsdauer 90 Minuten, Fallung in A. 
Albumosenmengen in 50 ccm Filtrat in A 0,258 und in B 0,125 g. Auf 
60 ccm berechnet: A = 0,308 und B = 0,150 g, d.h. bezw. 51,3 und 
25°/o von dem Casein. 

Versuch 12. Eine dialysierte, durch Alkalieinwirkung fast pepsin- 
frei gemachte Lésung von Hansens Labpulver mit 0,050°%o festen 
Stoffen. Die Liésung wirkte etwas schwach, indem sie die Milch erst in 
75—80 Sekunden bei 38° C. koagulierte. Die Caseinatlésung A war eine 
Tri- und die Lisung B eine Pentacaseinatlisung. Jede Probe enthielt 
nur 20 ccm 2° ige Caseinatlésung und 20 ccm Enzymlisung. Versuchs- 
dauer 60 Minuten bei 38—39° C. Nach Abzug der festen Stoffe in K 
war die Albumosenmenge in je 30 ccm Filtrat in A 0,089 und in B 0,057 g. 
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Auf das urspriingliche Volumen, 40 ccm, ist dies: A 0,119 und B 0,076 g 
oder in Prozenten von dem Casein (0,400 g) bezw. 29,75 und 19,0°%o. 

Versuch 13. Enzymlésung mit 0,0235 °/o festen Stoffen. Caseinat- 
losung A eine Tri- und B eine Pentacaseinatlésung. Versuchsanordnung 
wie im Vers. 12 mit 20 ccm Enzym- und 20 ccm Caseinatlésung in jeder 
Probe. Versuchsdauer 60 Minuten bei 38,5—39" C. Die Albumosenmengen 
in 30 cem Filtrat waren in A 0,126 und in B 0,068 g. Auf das urspriing- 
liche Fliissigkeitsvolumen (40 ccm) berechnet, ist dies also: A = 0,168 
und B = 0,090 g oder in Prozenten von dem Casein (0,400 g) bezw. 42 
und 22,5 %o. 

Versuch 14. Enzymlésung mit 0,027 °/o festen Stoffen. Casein- 
lésung A eine Tri- und B eine Pentacaseinatlésung. Versuchsanordnung 
(wie in allen Versuchen) mit drei Proben K, A und B, aber mit je 30 ccm 
Enzym- und 30 ccm Caseinatlésung in jeder Probe. Versuchsdauer 
2 Stunden bei 38,5 - 39° C. Albumosen in je 50 ccm Filtrat in A 0,217 g 
und in B 0,129 g. Auf 60 ccm berechnet waren die Mengen 0,260 und 
0,155 g bezw. 43,3 und 25,8°% von dem Casein (0,600 g). 


Der Ubersichtlichkeit halber lasse ich hier eine tabella- 
rische Zusammenstellung der 6 letzten Versuche folgen. 









































Tabelle II. 

. | Dauer | Menge Albumosen | Albumosen Albumosen Albumosen 

re fone | des aus aus aus aus | 
Vers. kung | Caseins | Dicaseinat Tricaseinat | Tetracaseinat | Pentacaseinat 

| Min. | g g | %Fo g | Jo g | Jo g | lo 
10 > 580 | 600 0,340 = 56,7 0,192 = 32,0 . 
9g 90 | 600 0,246 = 41,0 0,145 = 242 | 

11 | 90 | 600 | 0,308 = 51,8 0,150 = 25,0 

12, 60 | 400 | | 0,119 = 29,7 0,076 = 19 

13 | 60 | 400 | 0,168 = 42 0,090 = 22,5 

14 | 120 600 | | 0,260 = 43,3 0,155 = 25,8 





Das Hauptresultat ist also tiberall dasselbe und besteht 
darin, da& eine und dieselbe Enzymlésung eine reichlichere 
Albumosenbildung in den Lésungen der mehr sauren als in 
denen der mehr basischen Natriumcaseinatlésungen bewirkt. 
Dies geht bei einem Vergleiche von den Versuchen mit Di- 
und Tetracaseinaten auf der einen und mit Tri- und Penta- 
caseinaten auf der anderen Seite deutlich hervor. Daf eine 
kraftiger wirkende Enzymlésung eine reichlichere Albumosen- 
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bildung in einer alkalireicheren Caseinatlésung als eine schwach 
wirkende Enzymlésung in einer alkaliarmeren hervorrufen kann, 
ist im voraus zu erwarten, und es ist also gar nicht auf- 
fallend, daf& die schwach wirkende Liésung im Versuche 12 
weniger Albumose aus einer Tricaseinatlésung als die kraftiger 
wirkenden Lésungen in den 3 obigen Versuchen aus Tetra- 
caseinatlésungen gebildet hat. Die ungleiche Dauer der Enzym- 
wirkung in den verschiedenen Versuchen erschwert auch einen 
Vergleich zwischen ihnen. Die Versuche zeigen iibrigens, daB 
Alkalicaseinatldsungen schon in verhaltnismafig kurzer Zeit, 
1—2 Stunden, recht stark hydrolysiert werden kénnen. Die 
prozentischen Werte sind allerdings wenig belehrend, da namlich 
die absolute Menge des verarbeiteten Caseins, welche hier 
von mafgebender Bedeutung ist, nicht in allen Versuchen 
dieselbe war; aber die Bildung von mehr als 0,3 g Albumosen 
im Laufe von 50—90 Minuten bei Gegenwart von 0,6 g Casein 
muf doch als eine recht kraftige Hydrolyse betrachtet werden. 


V. Wirkung von Enzymlésungen verschiedener 
Konzentration auf Alkalicaseinatlésungen. 


Beziiglich dieser Frage liegt schon eine Untersuchung 
von E. Petry’) vor. Er bestimmte die Menge des Albumosen- 
stickstoffes im Filtrate nach Fallung durch Halbsattigung mit 
Zinksulfat bei dem Enzymgehalte 1 und !/4 und er fand, daB im 
letzteren Falle die Zunahme des Stickstoffes nach 24!/2 Stunden 
etwa dieselbe wie bei dem Enzymgehalte 1 nach 12 Stunden 
und 14 Minuten war. Er folgert aus diesem Resultate, dab 
die Albumosenabspaltung dem Wirkungsgesetze von Schiitz 
und Borissow, wonach die Wirkung der Quadratwurzel aus 
der Konzentration proportional ist, folgt. Er hat indessen nur 
einen Versuch mitgeteilt, der wenig tiberzeugend ist. Er arbeitete 
namlich mit einer kauflichen Lablésung von nicht naher ange- 
gebener Beschaffenheit, die aber offenbar von stickstoffhaltigen 
Substanzen sehr stark verunreinigt war. Dies geht ohne weiteres 
daraus hervor, da’ ein Gemenge von Caseinat- und Lablosung 
in dem Verhiltnisse 6:9 unmittelbar nach dem Zusammen- 





') lc. Hofmeisters Beitrige, Bd. 8. 
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mischen der Losungen und Fallung mit Zinksulfat ein Filtrat 
mit 0,2152°/o N lieferte. Die Zunahme des Stickstoffes nach 
12 Stunden 14 Minuten war aber nur 0,0186°/o, und eine so 
kleine Zunahme des Verdauungsstickstoffes — nur etwa !/12 
von der Stickstoffmenge der Verunreinigungen — ist wenig ver- 
trauenerweckend, wenn man damit ein anderes, auffallendes 
Verhalten zusammenstellt. Wéahrend namlich die Versuchs- 
probe mit der unverdiinnten Lablésung, wie oben erwdahnt, 
ein Filtrat mit 0,215°/o N gab, lieferte dagegen die in ganz 
derselben Weise behandelte Probe mit der zu 1/4 verdiinnten 
Lablésung unmittelbar am Beginne des Versuches ein Filtrat 
mit 0,085 statt der zu erwartenden Menge von rund 0,054°7o N. 
Da ich also diesem einzigen Versuche keine Beweiskraft zuer- 
kennen kann, habe ich ein paar derartige Versuche (mit Be- 
stimmung der gesamten Albumosenmenge) ausgefiihrt und teile 


hier dieselben mit. 


Versuch 15. Von einer durch Dialyse gereinigten Lésung von 
Hansens Labpulver, welche 0,028 °/o NaCl und 0,022 %/o organische Sub- 
stanz enthielt, wurde ein Teil zur Zerstérung des Enzymes auf 95° C. 
erhitzt und als Kontroll- bezw. Verdiinnungsfliissigkeit benutzt. Die Ver- 
diinnung war eine solche, daf die Enzymmengen beider Lésungen 1 und '/s 
waren. Die Caseinatlésung war eine 2 °/oige Lésung von Dicaseinat, und 
jede Versuchsprobe enthielt 30 ccm Caseinat- und 30 ccm Enzymlésung. 
Die Kontrollprobe K enthielt unwirksame Lésung; Probe A enthielt die 
unverdiinnte und B die zu '/« verdiinnte Enzymlésung. Temp. 38°. Ein- 
wirkungsdauer in K und B 2 Stunden und in A 1 Stunde. Es wurden 
wie in den meisten anderen Versuchen 50 ccm klare Filtrate auf Albu- 
mosen verarbeitet. Nach Abzug der festen Stoffe in K = 0,043 g wurden 
erhalten in A 0,194 und in B 0,125 g. Auf das urspriingliche Volumen, 
60 ccm, berechnet, ist dies bezw. 0,233 und 0,150 g Albumosen. Gleich- 
giiltig ob man die Zahlen auf 50 oder auf 60 ccm berechnet, findet man, 
dafi die bei Gegenwart von der Enzymmenge ‘/« in der doppelten Zeit 
(2 Std.) gebildete Albumosenmenge gar nicht dieselbe wie die bei dem 
Enzymgehalte 1 in der halben Zeit (1 Std.) gebildete ist. 

Versuch 16. Enzymlésung nach der Neutralisationsmethode dar- 
gestellt mit 0,033°/o festen Stoffen. Versuchsanordnung dieselbe wie in 
dem vorigen Versuche; also auch hier die Enzymkonzentrationen 1 und ‘/s 
und in jeder Probe je 30 ccm Enzym- und Caseinatlésung. Die letztere 
war aber eine Lésung von Trinatriumcaseinat von 2°/o. Versuchstempe- 
ratur 39° C. Versuchsdauer bei dem Enzymgehalte 1 = 1 Stunde und 
bei dem Gehalte ‘4 = 2 Stunden. Kontrollprobe = K. Probe A mit 
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der Enzymkonzentration 1 und B mit Konzentration '/4. 50ccm klare 
Filtrate zur Albumosenbestimmung. Nach Abzug von K = 0,042 g wurden 
erhalten: in A 0,313 und in B 0,214 g Albumosen. Auf 60 ccm Ver- 
suchsfliissigkeit ist dies 0,376 bezw. 0,257 g oder in Prozenten von dem 
Casein (0,600 g) bezw. 62,66 und 49,5 °/o. 

Das von Petry angegebene Verhalten wurde also in 
keinem der beiden Versuche bestatigt. Die von dem Viertel 
der Enzymmenge gebildete Albumosenmenge war namlich nie 
dieselbe oder fast dieselbe wie die von der Enzymmenge I 
in der halben Zeit gebildete. Die Albumosenmengen verhielten 
sich nie wie 1:1, sondern in dem Versuche mit Dicaseinat 
wie 1: 1,46 und in dem mit Tricaseinat wie 1 : 1,55. Da beide 
Versuche tibereinstimmende Resultate ergaben, habe ich keine 
Veranlassung gehabt, weitere Versuche dieser Art anzustellen. 

In meinen, in einem folgenden Abschnitte zu erwaihnenden, 
vergleichenden Versuchen mit Enzymlésungen, in welchen die 
Parallelitat der Pepsin- und Chymosinwirkung aufgehoben war, 
galt es, die von zwei solchen Enzymlésungen in derselben 
Zeit gebildeten Albumosenmengen mit einander zu vergleichen 
Als Vorarbeit fiir solche vergleichende Untersuchungen war 
es von Interesse zu priifen, wie die in gleicher Zeit und bei 
sonst gleichen Versuchsbedingungen, aber bei ungleichem Chy- 
mosingehalte gebildeten Albumosenmengen zu einander sich 
verhielten, d. h. inwieweit sie als Maf der relativen Chy- 
mosinmengen dienen kénnten. Die zu dem Zwecke ausge- 
fiihrten Versuche sind im wesentlichen nach demselben Plane 
wie die oben mitgeteilten quantitativen Versuche ausgefiihrt 
worden, und ich diirfte wohl also ohne weiteres direkt zu 
den Versuchen iibergehen k6énnen. 


Versuch 17. Enzymlésung nach der Neutralisationsmethode be- 
reitet mit 0,024 °/o festen Stoffen. Reaktion, wie immer, neutral. Dicaseinat- 
lésung mit 2% Casein. Verdiinnungsfliissigkeit: die durch Erhitzen auf 
95° C. unwirksam gemachie Enzymlésung. Enzymkonzentrationen 1 und ‘/s. 
In jeder der drei Proben 30 ccm Enzym- und 30 ccm Caseinatlésung. 
Hier wie in den folgenden Versuchen bedeutet K Kontrollprobe mit un- 
wirksamer Enzymlésung, A Probe mit Enzymkonzentration 1 und B mit 
der schwicheren Enzymlisung, hier '/. Temp. 39° C. Versuchsdauer 
110 Minuten. A enthielt nun eine Fallung, B war fast milchweif, aber 
durchsichtig. Albumosen in 50 ccm Filtrat (nach Abzug fiir K) in A 0,280 
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und in B 0,115 g, also in 60 ccm resp. 0,336 und 0,138 g. Die Quadrate 
der Albumosenmengen verhalten sich wie 5,87 : 1. 

Versuch 18. Dialysierte Lésung von Hansens Labpulver mit 
0,022 °/o organischer Substanz und 0,028°/o NaCl. Enzymkonzentrationen 
A = 1und B= '/s. Temp. 39% In jeder der 3 Proben 25 ccm 2 %oige 
Dicaseinat- und 25 ccm Enzymlésung. Versuchsdauer 75 Minuten, zu 
welcher Zeit A eine Fallung enthielt. wahrend B fast milchweif, aber in 
diinnerer Schicht durchsichtig war. Albumosen in 40 ccm Filtrat (nach 
Abzug der festen Stoffe in K) in A 0,172 und in B 0,069, d. h. auf 50 ccm 
Versuchsfliissigkeit, bezw. 0,215 und 0,086 g. Die Quadrate der Albumosen- 
mengen verhalten sich wie 6,2: 1. 

Versuch 19. 2°%/oige Dicaseinatlésung und eine nach der Neu- 
tralisationsmethode bereitete Enzymlésung mit 0,035°/o festen Stoffen. 
Enzymkonzentrationen A = 1 und B = '/s. Je 20 ccm Caseinat- und 
Enzymlésung in jeder der 3 Proben. Temp. 39° C. Einwirkungsdauer 
2 Stunden. Albumosenmengen, auf 40 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet, 
in A 0,222 und in B 0,170 g. Die Quadrate der Albumosenmengen ver- 
halten sich wie 1,8: 1. 

Versuch 20. 2°/oige Tricaseinatlésung. Enzymlésung mit 0,041 °/o 
festen Stoffen. Enzymkonzentrationen A = 1 und B = '/s. Je 80 ccm 
Caseinat- und Enzymlésung in jeder der 3 Proben. Temp. ungefahr 39° C. 
Einwirkungsdauer 2 Stunden. Nach Abzug von den festen Stoffen in K 
wurden folgende Albumosenmengen, auf 60 ccm Versuchsfliissigkeit be- 
rechnet, erhalten, naémlich A 0,443 und B 0,260 g. Die Quadrate der 
Albumosenmengen verhalten sich wie 2,9: 1. 

Versuch 21. Enzymliésung mit 0,030°/o festen Stoffen. Enzym- 
konzentrationen A = 1 und B = '/s. 2°/oige Lésung von Tricaseinat. 
Je 20 ccm Caseinat- und Enzymlésung in jeder Probe. Temp. 38,5° C. 
Einwirkungsdauer 11/2 Stunde, Albumosenmengen, auf 40 ccm Versuchs- 
fliissigkeit berechnet, waren in A 0,213 und in B 0,160 g. Die Quadrate 
der Albumosenmengen verhaiten sich wie 1,8: 1. 

Versuch 22. Enzymlésung mit 0,027°%o festen Stoffen. Enzym- 
konzentrationen A = 1 und B = 1/4. Eine 2°/oige Lésung von Tetra- 
caseinat. Je 30 ccm Caseinat und 30 ccm Enzymlésung in jeder Probe. 
Temp. 39° C. und Einwirkungsdauer 3 Stunden. Die Albumosenmengen 
auf 60 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet, waren in A 0,247 und in B 0,116 g. 
Die Quadrate der Albumosenmengen verhalten sich wie 4,5: 1. 

Versuch 23. Die enzymhaltige Fliissigkeit war in diesem Falle 
eine Kalbsmageninfusion. Die bei der Neutralisation entstandene Fallung 
wurde abzentrifugiert und die ganz wasserhelle, neutrale Fliissigkeit wurde 
mit Chlorwasserstoffsdure bis zu 0,15°/o HCl versetzt. Sie wurde dann 
3mal 24 Stunden gegen Wasser mit demselben Gehalte an Chlorwasser- 
stoffsiure und darauf 24 Stunden gegen mehrmals gewechseltes de- 
stilliertes Wasser dialysiert. Die Fliissigkeit war sehr schwach sauer ; 
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bei der Neutralisation wurde sie schwach triibe und setzte allmahlich 
eine geringe Fallung ab. Das wasserhelle, neutrale Filtrat enthielt 0,118 °;o 
feste Stoffe. Ein Teil wurde wie gewohnlich durch Erhitzen unwirksam 
gemacht und zur Kontrolle K, bezw. als Verdiinnungsfliissigkeit verwendet. 
Enzymkonzentrationen: A = 1 und B = ‘/s. Eine 2°/oige Lésung von 
Tetracaseinat. Je 30 ccm der Caseinat- und der Enzymlésung in jeder 
Probe. Temp. 39° C. und Einwirkungsdauer 2 Stunden. Die Albumosen- 
mengen, auf 60 ccm Versuchisfliissigkeit berechnet, waren in A 0,184 und in 
B 0,094 g. Die Quadrate der Aibumosenmengen verhalten sich wie 3,84 : 1. 

Versuch 24. Enzymlisung mit 0,013 °/o festen Stoffen. Enzym- 
konzentrationen : A = 1 und B = '/s, Eine 4°%oige Lésung von Tetra- 
caseinat. Dieser Versuch wurde bei Zimmertemperatur, 16° wahrend des 
Tages und wahrscheinlich etwas weniger als 15° in der Nacht, ausgefiihrt. 
Versuchsdauer 22 Stunden. Nach Verlauf von dieser Zeit war A fast 
milchweif,, aber in diinnerer Schicht ganz durchsichtig, B war starker 
opalisierend als K, die nicht sichtbar veraéndert war. Jede Versuchsprobe 
enthielt 30 ccm Caseinat- und 30 ccm Enzymlésung. Die Albumosen- 
mengen, auf 60 ccm Versuchsflissigkeit berechnet, waren in A 0,263 und 
in B 0,099 g. Die Quadrate der Albumosenmengen verhalten sich wie 6,6 : 1. 

Versuch 25. Enzymlésung mit 0,024°/o festen Stoffen. Enzym- 
konzentrationen : A= 1 und B = ‘4. Eine 2°/oige Lisung von Penta- 
caseinat. 30 ccm Caseinat- und 30 ccm Enzymlésung in jeder Probe. 
Temp. 39° C. Einwirkungsdauer 3 Stunden. Albumosenmengen, auf 
60 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet, in A 0,154 und in B 0,082 g. Die 
Quadrate der Albumosenmengen verhalten sich wie 3,5: 1. 

Versuch 26. Die Enzymflissigkeit war in diesem Falle eine Kalbs- 
mageninfusion, die nach demselben Prinzip wie die im Versuche 23 er- 
wahnte gereinigt worden war. Die Enzymkonzentrationen waren A = 1 
und B = ‘'/s. Eine 2°/oige Pentacaseinatlésung. 30 ccm Caseinat und 
30 ccm Infusion in jeder Probe. Die Infusion enthielt 0,059 °/o feste Stoffe. 
Temp. 39° C. und Einwirkungsdauer 3 Stunden. Albumosenmengen, auf 
60 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet, waren in A 0,128 und in B 0,066 g. 
Die Quadrate der Albumosenmengen verhalten sich wie 3,8: 1. 


Der Ubersichtlichkeit halber habe ich die Ergebnisse 
dieser 10 Versuche tabellarisch zusammengestellt. Die erste 
Tabelle III enthalt die absoluten Albumosenmengen, auf das 
Volumen der in Arbeit genommenen gesamten Versuchsfliissig- 
keit berechnet, und daneben auch dieselben Mengen in Pro- 
zenten von dem Casein. Da die Temperatur mit Ausnahme 
fiir den Versuch 24, welcher bei Zimmertemperatur geschah, 
stets 38,5—39 war, ist dieselbe nicht in der Tabelle angegeben. 
Die zweite Tabelle, Nr. IV, enthalt die Relationen zwischen 
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den gefundenen Albumosenmengen, zwischen den Quadraten 
derselben wie auch zwischen den Enzymkonzentrationen. 



































Tabelle III. 
—————————————————————————————————————————————— 
| a | _ | Albu- 
| Enzym- | Daner der |Caseinat-|Mense des} Albu Pca mn 
Nr. | kon- nome a Caseins | mosen he ae 
zentration’ inwirkung | jsung : on jie 
| | ‘ - 
oa tj, |1 Std. 50 Min. Dicaseinat) 0,600 | Poe | 36 
lA=1 . . 0,215 43 
” | En) * * * 0,500 | 0086 | 17,2 
lA=1 0,222 55,5 
W iB=%| 7 0,400 | 0170 | 425 
‘A= 1 ai 0,443 73,8 
20 in; 2 » | Tricas. | 0,600 . ’ 
A=1 atiata ol 0,213 53,2 
21 | B a. 1/ 1 Std. — » 0,400 0,160 40,0 
22 | . wn ti 3 Std. ‘Tetracas. 0,600 ree oie 
on {|Am1/ , | 0,184 | 30,6 
3 1B | 7” | > | 0,600 | 0,094 | 15,6 
9 |A=1 , | 0263 | 219 
24 | B _— tg 22 » | > 1,200 0,099 8,25 
2 |Roy,| 3 > rene ao | | = 
| | 
‘ | A= 1 0,128 21,3 
Se ita) =e 7S 0,600 | oo6e | 110 
Tabelle IV. 
Nr | Relation der | Relation der Relation der 
~ "| Albumosenmengen | Quadrate d. Mengen| Enzymkonzentrat. 
17 2,42 :1 5,86: 1 6:1 
18 | 2,49: 1 6,2 :1 5:1 
19 | 1,31 :1 mee | S:% 
20. | De | 29 :1 4:1 
21 1,33: 1 | 18 :1 2:1 
22 | 2,13: 1 | 4,5 :1 4:1 
23 | 1,96: 1 | 3,84 : 1 6:1 
24 | 2,66: 1 | po ie 8:1 
25 | 1,88: 1 | 3.5 :1 4:1 
26 1,94: 1 | 3,8 :1 6:1 
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Die Tabelle III zeigt, da&® in allen 10 Versuchen die 
gebildete Albumosenmenge bei gréferem Enzymgehalte gréBer 
als bei Gegenwart von weniger Enzym war. Untereinander 
sind die Versuche natiirlich nicht direkt vergleichbar, da die 
Enzymloésung nie dieselbe in zwei verschiedenen Versuchen 
war. Hierdurch wird es auch verstiandlich, warum, wie in den 
Versuchen 20 und 17, bei derselben Temperatur und fast der- 
selben Einwirkungsdauer eine Tricaseinatldsung bedeutend mehr 
Albumosen als eine Dicaseinatlésung liefern kann. Die Enzym- 
lésung in Versuch 20 wirkte naémlich besonders kraftig, was 
wohl daraus ersichtlich ist, daB in diesem Falle im Laufe von 
2 Stunden aus 0,600 g Casein 0,443 g Albumosen, also 73,8 °/o, 
gebildet wurden. 

Die Zusammenstellung in der Tabelle IV zeigt, daB die 
bei verschiedenem Enzymgehalte gebildeten Albumosenmengen 
in keinem Falle den verschiedenen Enzymkonzentrationen 
proportional sind. Vergleicht man dagegen die Quadrate der 
Albumosenmengen mit den entsprechenden Enzymkonzentratio- 
nen, so findet man in einzelnen Fallen eine ziemlich gute 
Proportionalitat, wahrend in anderen Fallen bedeutende Ab- 
weichungen vorkommen. Die gr68ten Abweichungen findet 
man in den Versuchen 23 und 26, und es ist bemerkenswert, 
daB in diesen 2 Versuchen keine nach der Neutralisations- 
methode bereiteten Enzymlésungen, sondern zwei durch an- 
haltende Dialyse gereinigte Kalbsmageninfusionen zur Ver- 
wendung kamen. Dies kann vielleicht nur ein Zufall sein, aber 
es ist auch denkbar, daf die verschiedene Darstellungsweise 
der enzymhaltigen Fliissigkeiten eine Rolle spielen kann. 

Als hauptsachliches Resultat samtlicher Versuche ergibt 
sich jedenfalls, daf die in einer bestimmten Zeit gebildeten 
Albumosenmengen zwar mit steigendem Enzymreichtum der 
Lésungen, aber nicht in regelmafiger Proportion zu demselben, 
zunehmen. Die Albumosenmengen k6énnen also ebenso wenig 
wie das spontane Auftreten einer Fallung in Dicaseinatlésungen 
durch Chymosineinwirkung als sicheres Ma8 der Chymosin- 
menge dienen, und ich konnte also zur Ermittelung derselben 
nicht die Versuche mit Milch entbehren. Dagegen kann man 
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durch Albumosebestimmungen sicher entscheiden, welche von 
zwei Enzymlésungen die chymosinreichste ist. Dies gelingt 
auch bei verhaltnismaBig kleinen Unterschieden in dem Enzym- 
gehalte, und hierdurch wird auch der Vergleich von zwei 
Enzymlésungen bei aufgehobener Parallelitat der beiden Enzym- 
wirkungen moglich. Ich gehe nun zu diesen Untersuchungen 
liber. 


VI. Wirkung von Enzymlésungen auf Alkalicaseinate 
bei aufgehobener Parallelitat der Chymosin- und 
Pepsinwirkung. 

Wenn man Versuche mit aufgehobener Parallelitat der 
Enzymwirkungen ausfihren will, hat man immer die prinzipielle 
Einwendung zu erwarten, dafi man die fehlende Parallelitat 
nur durch Versuche mit einem verschiedenen Substrate, nim- 
lich in dem einen Falle mit Casein oder Milch und in dem 
anderen mit koaguliertem Hihnereiweifi oder Fibrin konstatiert 
hat. Diese Schwierigkeit ist indessen nicht zu vermeiden, so- 
lange man keinen anderen Eiweifstoff als das Casein kennt, 
auf welchen die neutralen Enzymlésungen wirken, und solange 
man keine andere, mehr zuverlassige Pepsinprobe als die mit 
koaguliertem Eiweif oder Fibrin hat. Besonders das Casein 
eignet sich namlich, gerade aus dem Grunde, da8B das Pepsin 
nicht mit dem Chymosin identisch ist, nicht ohne weiteres als 
Substrat fiir die Pepsinprobe. 

Das Chymosin ist nach meiner Erfahrung ganz unwirksam 
bei der Pepsinprobe mit geronnenem Eiweif8, und aus dem 
Grunde ist die Mettsche Probe eine reine Pepsinprobe, die 
zu dem Vergleiche der Pepsinmengen in zwei Lésungen vollig 
brauchbar ist, gleichgiiltig wie es mit der milchkoagulierenden 
Wirkung der beiden Lésungen sich verhalt. Anders liegen 
aber die Verhialtnisse, wenn man zu der Pepsinprobe Casein 
verwendet. Das Chymosin ist namlich nicht unwirksam auf 
Casein in saurer Lésung. Es wirkt im Gegenteil, wie ich 
schon in einem friiheren Aufsatze!) gezeigt und dann durch fort- 
gesetzte Untersuchungen immer bestatigt gefunden habe, sogar 





') Diese Zeitschr., Bd. 94, S, 316. 
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kraftiger auf das Casein in saurer Lo6sung als auf eine Alkali- 
caseinatlésung. Bei der Pepsinprobe mit Casein erhalt man 
deshalb, wenigstens bei niedrigen Sauregraden, keine reine 
Pepsinwirkung, sondern eine kombinierte Wirkung von Pepsin 
und Chymosin. Die Folge hiervon ist auch, da’ zwei Enzym- 
lodsungen, die bei der Mettschen Probe gleich stark wirken, 
aber bei der Priifung mit Milch eine ungleich starke Chymosin- 
wirkung zeigen, bei der Priifung mit Casein in saurer Lésung 
nicht linger gleichwertig sind. Die auf Milch kraftiger wirkende 
Lésung bildet aus dem Casein eine gréfere Albumosenmenge 
als die schwacher milchkoagulierende, trotzdem beide bei der 
Mettschen Probe gleich stark wirkten, und man kann also, 
kurz gesagt, eine ganz andere Relation zwischen den Pepsin- 
mengen erhalten, je nachdem man die Pepsinprobe nach Mett 
oder mit Casein als Substrat ausfiihrt. Das Resultat hingt 
jedoch wesentlich von dem Séuregrade ab, indem mehrere 
Beobachtungen!) darauf hindeuten, daf hodhere Sduregrade, 
welche fiir die Pepsinwirkung giinstig sind, auf die Chymosin- 
wirkung einen hemmenden Einflu8 ausiiben. 

Ob man nun die eine oder andere Stellung zu der obigen 
prinzipiellen Einwendung einnimmt, so hat man wohl jedoch 
zu erwarten, daB, wenn das Pepsin mit dem Chymosin identisch 
ist, zwei Enzymlosungen, die gleich kraftig auf Casein bei neu- 
traler Reaktion einwirken, auch gleich kraftig auf dasselbe 
Casein bei saurer Reaktion unter ganz denselben Versuchs- 
bedingungen fiir beide Proben wirken werden. Wirkt die eine 
Lésung viel starker auf Casein in neutraler Lésung als die 
andere, so hat man wohl ebenfalls eine kraftigere Wirkung 
derselben Lésung auf dasselbe Casein in saurer Lésung zu 
erwarten, und jedenfalls hat man nicht zu erwarten, daB sie 
in saurer Loésung wesentlich schwacher als die andere wirken 
wird. Von diesem Gedankengange geleitet, fand ich es von Inter- 
esse, dieselbe Caseinlésung teils als Alkalicaseinat und teils in 





') Infolge der wihrend des Krieges immer wachsenden Schwierig- 
keiten, brauchbares, kdufliches Casein oder die zur Darstellung von 
groéheren Caseinmengen erforderlichen Milchquantitaten zu erhalten, habe 
ich meine Caseinversuche bis auf weiteres unterbrechen miissen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 5 
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saurer Lésung mit zwei verschiedenen Enzymlosungen zu prifen, 
um zu sehen, inwieweit die Resultate in Ubereinstimmung oder 
im Widerspruche mit der nach den iiblichen Methoden beob- 
achteten fehlenden Parallelitaét der Enzymwirkungen sich be- 
fanden. Da die Versuchsanordnung aus den Versuchen ohne 
weiteres hervorgeht, gehe ich direkt zu den letzteren iiber. 


Versuch 27. Von einer Enzymlésung, welche 0,025 °/o feste Stoffe 
enthielt, wurde ein Teil — zur Herabsetzung der Pepsinmenge — bei 
Zimmertemperatur mit 2 ccm "/:0-Natronlauge auf je 100 ccm versetzt 
und nach 2'/s Minuten mit 2 ccm "/10-Chlorwasserstoffsdure neutralisiert. 
Ein anderer Teil wurde erst mit 2 ccm /19-HC! auf je 100 ccm versetzt 
und dann mit 2 ccm 1/10-NaOH-Lésung neutralisiert. Die mit Alkali 
behandelte, pepsinschwichere Lésung wird mit A und die nichtalkalisierte 
Lésung mit E bezeichnet. Ein Gemenge von beiden wurde, zur Ver- 
nichtung der Enzyme, auf 95° C. erhitzt und teils zu der Kontrollprobe K 
und teils als Verdiinnungsflissigkeit verwendet. 

Da die nicht alkalisierte Lésung E kraftiger auf Milch als die 
Lésung A wirkte, wurde sie mit der erhitzten Lésung verdiinnt, bis beide 
Lésungen so weit méglich dieselbe milchkoagulierende Wirkung zeigten. 
Die Milchversuche gaben folgende Resultate: 


Temp. 26'/s° C. 89° C. 
A 4 Min. 10 Sek. 50 Sek. 
E 4 >» 15 » 50 > 


Es wurde auch ein Versuch mit Dialkalicaseinatlésung gemacht, 
und da eine Fallung ganz gleichzeitig, nach 90 Minuten, in beiden Proben 
auftrat, lag hierin ein weiterer Beweis dafiir, dafi beide Lésungen gleich 
chymosinreich waren. 

Zu dem Vergleiche der Pepsinmengen diente in erster Linie die 
Mettsche Probe, bei welcher indessen die A-Lésung, wie gewéhnlich, 
ganz unwirksam war, wahrend die Lésung E in 20 Stunden etwa 2 mm 
verdaut hatte. Auch diese Lésung war also verhaltnismafhig pepsinschwach. 
Bei der Karminfibrinprobe war E in der Verdiinnung '/so etwa gleichwertig 
mit A, und bei gleich starker Chymosinwirkung beider Lésungen war 
also die Pepsinrelation E: A = 40: 1. 

Zu der quantitativen Probe mit Alkalicaseinat wurde eine Dicaseinat- 
lésung verwendet, und auf je 20 ccm solcher Lésung kamen je 20 ccm 
der drei Lésungen A, Eund K. Temp. 38—39°. Schon nach 30 Minuten 
waren A und E fast milchweif, und nach 1'/e Stunde trat gleichzeitig in 
beiden Fallung auf. K war unverindert. Nach Abzug (wie in allen Ver- 
suchen) von den festen Stoffen in K lieferten A und E, auf 40 ccm Ver- 
dauungsfliissigkeit berechnet, resp.: A 0,1753 und E 0,176 g Albumosen, 
also genau dieselbe Menge. 
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Die Proben mit freier Chlorwasserstoffsiure wurden in folgender 
Weise angeordnet. In jeder Probe wurden erst 20 ccm einer 4-prozen- 
tigen Tetraalkalicaseinatlésung mit 10 ccm "/1o-Chlorwasserstoffsdure ver- 
setzt, wobei das ausgefallte Casein sich leicht wieder in der iiberschiissigen 
Saure aufléste, und dann je 20 ccm der 3 Enzymlésungen zugesetzt. Da 
die Caseinatlésung in je 20 ccm 3,6 ccm 4/10-Natronlauge enthielt, blieben 
nach der Bindung des Alkalis 0,023 g HCl iibrig, und das Gemenge 
(50 ccm) enthielt also 0,046°/o HCl, von der jedoch ein Teil von dem 
Casein gebunden war. Temperatur 388—39°C. Versuchsdauer 1 Stunde. 
Zur Neutralisation dienten 6,4 ccm /10-Natronlauge, und das Fliissigkeits- 
volumen nach der Neutralisation betrug rund 56 ccm. Gesamtmenge der 
Albumosen in A 0,271 und in E 0,349 g. 

Die Ergebnisse dieses Versuches waren also folgende. Die 
Zahlen in den zwei letzten Kolonnen bedeuten die Albumosen- 
mengen und zwar teils in den Gemengen von Alkalicaseinat- 
und neutraler Enzymlésung und teils in den Gemengen mit 
Caseinldsung und freier Saure. 

Pepsin Chymosin  Caseinatlésung Saure Caseinlésung 


s 4 1 0,1753 0,271 f 
E 4 1 0,176 0349 p 0047 ademas 


Bei Anwendung von neutraler Enzymlésung war also die 
Albumosenmenge in beiden Proben ganz dieselbe, und die 
groBere Pepsinmenge in E hatte nicht den geringsten EinfluB 
ausgeiibt. Ganz anders verhielten sich die Lésungen bei 
Gegenwart von freier Chlorwasserstoffséure, indem hier die 
pepsinreichere Probe E eine gréfere Albumosenmenge lieferte. 
Man hatte, in Anbetracht des groBen Unterschiedes in dem 
Pepsingehalte, vielleicht einen noch gréferen Unterschied er- 
warten kénnen, aber der absolute Pepsingehalt war, wie die 
Mettsche Probe und ebenso die Karminfibrinprobe zeigten | 
auch in E eine verhaltnismafig kleine. In dem folgenden Ver- 
suche, in welchem die absolute Pepsinmenge gréfer, aber der 
relative Unterschied kleiner war, ist der Unterschied in den 
Albumosenmengen bei saurer Reaktion gréfer. 


Versuch 28, Zu diesem Versuche dienten 2 Kalbsmageninfusionen, 
die von Anfang an einen Mangel an Parallelitat der Enzymwirkungen 
zeigten. Die eine, die pepsinairmere, welche als A bezeichnet wird, 
stammte von dem Magen eines neugeborenen und die andere, die pepsin- 
reichere E, von dem Magen eines 8 Wochen alten Kalbes her. Beide 
Infusionen wurden mit so viel Wasser verdiinnt, da der Gehalt an festen 
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Stoffen 0,080°/o betrug. Der Saiuregrad wurde ferner durch Zusatz von 
Saure zu der weniger sauren Probe so korrigiert, dafs er in beiden 
0,016°/o HCl betrug und also etwas schwiacher als eine 2/:00-HCl war. 
Da die Infusion A etwa 4 mal so kr&ftig auf Milch wirkte wie die 
Infusion E, wurde sie mit der durch Erhitzen auf 95° C. unwirksam 
gemachten Infusion so weit verdiinnt, daf beide Infusionen bei 26 und 
32° C. mit Milch gepriift gleich stark milchkoagulierend wirkten. Bei der 
Mettschen Probe verdaute A in 20 Stunden 2 und E 7 mm. Bei gleich 
starker Chymosinwirkung war also die Pepsinrelation E: A = 12: 1. 

Die zu dem quantitativen Versuche benutzte Caseinlisung war eine 
3-prozentige, die mit 6 ccm 4/10-Lauge auf je 1 g Casein bereitet worden 
war. Sie enthielt also ein wenig mehr Alkali als eine Pentacaseinat- 
lésung und insgesamt 41,4 mg Na in 100ccm. Da die Infusionen 0,016 °/o 
HCl, entsprechend 0,010 Na, enthielten, waren, nach dem Zusammen- 
mischen von dem gleichen Volumen Infusion und Caseinatlésung, in 200 ccm 
des Gemenges noch 31,4 mg Na iibrig, d. h. 10,4 mg Na auf je 1 g Casein. 
Da das Tetracaseinat 1,04°/o Na enthalt, kann also dieser Versuch als 
ein Versuch mit Tetracaseinatlésung bezeichnet werden. 

Das Zusammenmischen von Caseinatlésung und saurer Infusion 
gelang leicht und ohne Auftreten einer Fallung. Es wurden 3 Proben 
mit je 20 ccm Caseinatlisung und je 20 ccm der Infusionen A, E und K 
(durch Erhitzen unwirksames Gemenge von A und E) angeordnet. Ver- 
suchsdauer 2'/s Stunden bei 38—39° C. Die Gesamtmenge der Albumosen 
war in A 0,070 und in B 0,071 g. 

Die Versuche bei Gegenwart von freier Chlorwasserstoffsiure wurden 
mit derselben 3-prozentigen Caseinatlésung und den 3 Enzymlésungen 
ausgefiihrt. Jede Probe enthielt 20 ccm Caseinatlésung, 10 ccm 2/10-HCl 
und 20 ccm Infusion. Der riicksténdige Sauregrad nach Neutralisation von 
dem Alkali des Caseinates war in jedem Gemenge 0,053 °/o HCl, von der 
ein Tei] an das Casein gebunden war. Versuchsdauer 1'/: Stunde bei etwa 
38°C. Die Gesamtmenge der Albumosen war in A 0,188 und in E 0,365 g. 


Das Ergebnis dieses Versuches war, nach demselben 
Prinzipe wie das des vorigen Versuches zusammengestellt, 
folgendes : 

Pepsin Chymosin Caseinatlésung Saure Caseinlésung 


A 1 1 0,070 0,188) | a, 
E 12 y 0,071 0,365 f 0,053 jo HCl. 


Auch in diesem Falle war also das Pepsin ohne nach- 
weisbare Einwirkung auf die Alkalicaseinatlésung, wahrend es 
in saurer Lésung seine Wirkung recht kraftig entfaltete. Trotz 
des ungleichen Pepsingehaltes bildeten namlich die beiden neu- 
tralen Enzymlésungen dieselben Albumosenmengen. Diese 
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waren verhaltnismafig klein, was daher riihrt, da® teils die 
Infusionen nicht stark labend wirkten und teils eine Tetra- 
alkalicaseinatl6sung zur Anwendung kam. Dieser Versuch hat 
aber ein besonderes Interesse dadurch, dai der Mangel an 
Parallelitat der Enzymwirkungen nicht kiinstlich hergestellt, 
sondern von der Natur selbst hervorgebracht war. Die Infusion 
von dem Magen des neugeborenen Kalbes war namlich von 
Anfang an reicher an Chymosin und armer an Pepsin als die 
Infusion von dem Magen des 8 Wochen alten Kalbes, und es 
war also in diesem Falle kein besonderer Eingriff zur Auf- 
hebung der Parallelitat notwendig. 


Versuch 29. Die eine Enzymlésung war nach der Salzmethode 
aus der Fraktion A‘) durch Dialyse erst gegen angesduertes und dann 
gegen destilliertes Wasser bereitet worden. Sie war verhaltnismafig arm 
an Chymosin, enthielt 0,031°/o feste Stoffe und reagierte neutral. Die 
andere war eine durch Dialyse erst gegen angesduertes und dann gegen 
destilliertes Wasser gereinigte Kalbsmageninfusion. Sie reagierte eben- 
falls neutral und enthielt 0,082 °/o feste Stoffe. Da diese Infusion wesent- 
lich chymosinreicher als die erstgenannte Lisung war, wurden gleiche 
Volumina beider gemischt und dieses Gemenge dann mit so viel Wasser 
verdiinnt, dafi es 0,046 °/o feste Stoffe enthielt, nach welcher Verdiinnung 
es etwa gleich stark labend wie die mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnte Infusion (0,041 °/o feste Stoffe) wirkte. Die Milchprobe ergab 
namlich folgendes Resultat: 


26,5° C. 30,5° C. 39° C, 
Enzymlésung 3 Min. 30 Sek. 2 Min. 65 Sek. 
Infusion 3 » 15 » 1 » 53 Sek. 59 >» 
1: 1,04 1: 1,06 1: 1,1, Mittel 1: 1,06. 


Bei der Mettschen Probe war die Relation: Enzymlésung: In- 
fusion = 3:1. In Ubereinstimmung mit der in den zwei vorigen Ver- 
suchen benutzten Bezeichnungsweise wird auch in diesem Falle die 
pepsinreichere Lésung mit E und die pepsinarmere mit A bezeichnet. Bei 
der Chymosinrelation E : A = 1: 1,06 war also die Pepsinrelation = 3 : 1. 

In dem Versuche mit einer 2-prozentigen Dinatriumcaseinatlésung 
und neutralen Enzymlésungen enthielt jede der 3 Proben 30 ccm Caseinat- 
und 30 ccm Enzymlisung. Temperatur 38,5—39,5° C. Versuchsdauer 
1 Stunde 45 Minuten. Gesamtmenge der Albumosen in E 0,273 und in 
A 0,282 g. 

In den Versuchen mit saurer Caseinlésung enthielt jede Probe 
30 ccm Dicaseinatlésung, 4 ccm HC] von 1 ,62°%o und 30 ccm Enzym- 
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lésung. Sduregrad, nach Abzug von der zur Neutralisation des Caseinat- 
alkalis verbrauchten Menge, gegen 0,1 (0,093) °/o HC]. Temp. 38—39° C. 
Einwirkungsdauer 1 Stunde. Gesamtmenge der Albumosen in E 0,871 
und in A 0,314 g. 


Das Resultat dieses Versuches war also folgendes: 


Pepsin Chymosin’ Caseinatlésung Saure Caseinlésung 
A 1 1,06 0,282 0,314) 
RE 3 1,0 0,273 0371 f 9:00 %> HCL. 


Die Lésung A war in diesem Falle ein wenig chymosin- 
reicher als E, und dementsprechend war auch die Menge der 
mit neutraler Enzymlésung erhaltenen Albumosen auch ein 
wenig (0,009 g) gréfer. Bei Gegenwart von freier Séure war 
umgekehrt die Albumosenmenge gréfer in der pepsinreicheren 
Probe. Da die Einwirkungsdauer bei saurer Reaktion nur 
1 Stunde war, sind die gebildeten Albumosenmengen bezw. 
52,3 und 61,8°/o von dem Casein (0,600 g) recht bedeutend. 


Versuch 30. Auch zu diesem Versuche diente einerseits eine 
durch Dialyse gereinigte, neutrale Lésung einer Salzfraktion A und 
anderseits eine dialysierte, neutrale Kalbsmageninfusion, die mit Wasser 
so stark verdiinnt war, dai beide Lésungen 0,031 °/o feste Stoffe ent- 
hielten. Infolge der vorangegangenen Dialyse und der starken Ver- 
diinnung wirkte die Infusion nur schwach labend. Sie koagulierte die 
Milch in der gewohnlichen Relation 1:10 erst im Laufe von 9—10 Mi- 
nuten. Diese verdiinnte Infusion, als A bezeichnet, war jedoch chymosin- 
reicher als die pepsinreichere Enzymlésung E, indem sie doppelt so rasch 
wie E wirkte. Bei der Mettschen Probe war A unwirksam, E verdaute 
dagegen in 20 Stunden 2mm. Bei der Karminfibrinprobe wirkte A un- 
gefahr gleich stark wie E ‘/:s. Bei der Chymosinrelation E: A = 1:2 
war also die Pepsinrelation = 15:1. Eine 2-prozentige Dialkalicaseinat- 
lésung wurde zu allen Proben benutzt und iiberall kamen je 30 ccm 
Caseinat- auf 30 ccm Enzymlésung. In den Versuchen mit freier Saure 
kamen hierzu 4 ccm HCl von 1,62°/o in jeder Probe, entsprechend einem 
Gehalte von gegen 0,1 (0,093) °/o freier Siure in dem Gemenge. Tem: 
peratur 39° C. Versuchsdauer: Mit neutraler Enzymlésung 2 Stunden, 
bei Gegenwart von freier Sdure 1 Stunde. Gesamtmenge der Albumosen: 
in den Versuchen mit neutraler Enzymlésung A 0,070 und E 0,045 g, bei 
Gegenwart von freier Saéiure bezw. 0,095 und 0,238 g. 


Das Ergebnis dieses Versuches war also folgendes. 


Pepsin Chymosin Caseinatlisung §Saure Caseinlésung. 

A 1 2 0,070 0,095 \ 
, -0,09°/o HCL 

BE 15 1 0,045 o,2a8 f° 
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Da die Chymosinmenge, wie die Milchversuche zeigten, 
in beiden Lésungen nur eine geringe war, ist auch die Menge 
der waihrend 2 Stunden in den Natriumcaseinatlésungen bei 
Einwirkung von neutraler Enzymlésung gebildeten Albumosen 
nur eine kleine. In der chymosinreicheren Probe wurde in- 
dessen mehr Albumose als in der chymosinirmeren gebildet. 
Bei saurer Reaktion war dagegen das Verhalten ein umge- 
kehrtes, indem hier die pepsinreichere Lésung viel mehr Albu- 
mosen als die andere gebildet hatte. 


Versuch 31. Die zwei zu vergleichenden Lisungen waren: A eine 
nach der Neutralisationsmethode bereitete Enzymlésung mit 0,020 °/o festen 
Stoffen und E eine Kalbsmageninfusion von einem nicht neugeborenen, 
aber sehr jungen Kalbe nicht sicher bekannten Alters. Diese (saure) 
Infusion war erst 20 Stunden bei 36—37°C. der Selbstverdauung iiber- 
lassen worden und dann 3 mal 24 Stunden gegen saures Wasser (0,125 °/o 
HCl) dialysiert. Sie konnte nach der Neutralisation gekocht werden, 
ohne sich zu triiben, enthielt aber 0,128 °/o feste Stoffe. Von der er- 
hitzten Infusion wurde ein Teil mit dem gleichen Volumen von nicht 
erhitzter A-Lésung und ebenso ein Teil der nicht erhitzten Infusion mit 
dem gleichen Volumen der erhitzten Lésung A gemischt. Es wurden in 
dieser Weise 2 wirksame Lésungen A, und E, mit demselben Gehalte an 
festen Stoffen (0,074 °/o) erhalten. Bei der Mettschen Probe verdaute E, 
in 24 Stunden 4 mm und A, etwa 1,3 mm (jedoch nicht ganz sicher 
ablesbar). Nach 48 Stunden E, = 9mm und A, =3mm. Die Pepsin- 
relation E, : A, wurde deshalb gleich 9: 1 gesetzt. 

Das Chymosin der Kalbsmageninfusion war entweder infolge der 
20stiindigen Selbstverdauung etwas geschadigt worden oder es war, wie 
bei alteren Tieren, nicht identisch mit dem echten Chymosin, denn die 
Gerinnungsversuche mit gewdhnlicher Milch gaben keine brauchbaren 
Resultate. Die Gerinnungszeiten waren nimlich folgende: 


Bei 16° C. 25,5° C, 38° C. 

A, 190 Min. 15 Min. 2 Min. 
E, 490 » 62 » 38 > 
1:2,6 1: 4,1 1:19 


Es wurden deshalb Versuche mit Milch angestellt, die zur Ver- 
minderung der Anzahl der Hydroxylionen mit 6 ccm /10-HCl auf je 
100 ccm Milch versetzt war. Mit solcher Milch wurden sowohl bei 25,5 
wie bei 35°C. die Relationen 1: 4,5 bis 1: 4,7 oder als Mittel 1: 4,6 
erhalten. Die Relation A,:E, war also fiir Pepsin = 1:9 und fir 
Chymosin = 4,6 : 1. 

Zu den Versuchen sowohl mit neutraler Enzymlésung wie bei 
Gegenwart von freier Sdure wurden je 30 ccm einer 2prozentigen Tri- 
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natriumcaseinatlésung und je 30 ccm Enzymlésung K,A, und E, verwendet. 
Hierzu kamen in den Versuchen mit saurer Caseinlésung je 5 ccm HCl 
von 1,62 °/o, wobei der (nach Neutralisation des Alkalis zuriickgebliebene) 
Siuregehalt des Gemenges 0,113 °/o HCl betrug. Die Temperatur in beiden 
Versuchsreihen 38—39°C. Versuchsdauer bei Anwendung von Alkali- 
caseinatlésung 1'/2 Stunde und bei Anwendung von saurer Caseinlésung 
1'/s Stunde. Gesamtmenge der Albumosen in der ersten Reihe in A, 
= 0,206 und in E, 0,060; in der zweiten in A, 0,317 und in E, 0,393 g. 
Das Ergebnis dieses Versuches war also folgendes: 
Pepsin Chymosin Caseinatlésung Saure Caseinlésung 
A, 1 4,6 0,206 0,317 ) 
E, 9 1 0,060 0,393 { 
Das Resultat war also auch hier dasselbe wie in den 
vorigen Versuchen: eine Umkehrung des enzymatischen Vor- 
ganges mit gednderter Reaktion. Bei Gegenwart von freier 
Chlorwasserstoffsiure bildete die pepsinreichere Lésung die 
grote Albumosenmenge, in den Versuchen mit Alkalicaseinat- 
lésung entfaltete dagegen die chymosinreichere Losung die 
kraftigste Wirkung. Die Relation zwischen der Chymosin- 
menge in A, und E, ist indessen etwas unsicher, indem die 
Lésung E, (die Infusion) ein nicht ganz typisches Kalbschymosin 
enthielt, und dementsprechend ein ganz zuverliassiger Vergleich 
der Chymosinwirkung beider Lésungen nicht mdglich war. 
Ob nun dieses, nicht ganz typische Verhalten des Chymosins 
in E, daher riihrte, dafi eine Schédigung des Chymosins wah- 
rend der 20 Stunden dauernden Selbstverdauung der sauren 
Infusion stattgefunden hatte, oder daher, daf die Infusion 
nicht von dem Magen eines neugeborenen, sondern von dem 
eines etwas dlteren Kalbes stammte, mag dahingestellt sein. 
Fiir die Beweiskraft des Versuches ist dieser Umstand jeden- 
falls ohne Belang. 
Stelle ich die zu dieser Gruppe gehdrenden Versuche 
tabellarisch zusammen, so erhalt man folgende Ubersicht der 
Versuchsresultate. 


0,113 %/o HCI. 
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Tabelle V. 
Nr, | 2azym- cnsin ileal Caseinat- Saure Sduregrad 
lésung lésung | Caseinatlisg. 
vl ATH) ft OR | BRE [awn na 
wl ALA) 1 | gm | Gt one, na 
oo) A] S| 2 | gam | Oat lope. ne 
o} 2] & | | 98 | 968 Joo sa 
a) A] £ | 46 | 0206 | 0817 louise Hc 





Da das Ergebnis eines jeden Versuches schon in dem 
Vorigen diskutiert worden ist, diirfte diese Zusammenstellung 
ohne weiteres verstandlich sein. Die Zahlen zeigen namlich 
deutlich, wie die aufgehobene Parallelitét der Enzymwirkungen 
bei Abwesenheit von freier Saéure (Alkalicaseinatlésungen) und 
bei Gegenwart von solcher (Casein in Chlorwasserstoffsdure 
gelést) auch in den Albumosenmengen ihren Ausdruck findet. 

Zu den in der Tabelle zusammengestellten Versuchen 
sind ausschlieBlich Kalbsmagenenzyme verwendet worden, und 
zwar teils Enzymlosungen und teils Infusionen. Ich habe aber 
auch einen ahnlichen Versuch mit durch Dialyse gereinigten 
Losungen von kaéuflichem Labpulver (Hansen) und kauflichem 
Pepsin (Merck) ausgefiihrt. Die Lablésung verhielt sich zu 
Milch wie typisches Kalbsmagenchymosin, die Pepsinlésung 
dagegen wie das kaufliche Pepsin erwachsener Tiere, und 
dies erschwerte wie gewOhnlich den Vergleich der labenden 
Wirkung beider Lésungen. Die unten angegebene Zahl 1 : 6,1 
ist das Mittel von mehreren, in Versuchen mit angeséuerter 
Milch bei verschiedenen Temperaturen erhaltenen Zahlen, die 
zwischen 1:4 und 1: 7,4 schwankten. Da dieser Versuch 
nach demselben Prinzipe wie die oben mitgeteilten ausgefiihrt 
wurde, diirfte es wohl geniigend sein, nur das Resultat an- 
zufihren. Das Ergebnis war folgendes: 

Pepsin Chymosin Alkalicaseinat Saure Caseinlésung 


A 1 6,1 0,375 0815 \ 0 oan 
E 40 1 0,186 0,504 ¢ 2096 %/o HCI. 
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Das Ergebnis war also von ganz derselben Art wie in 
den Versuchen mit Kalbsmagenenzymen. Es fand auch hier 
eine Umkehrung des enzymatischen Vorganges statt, indem in 
dem Versuche mit Alkalicaseinatlésung (Trialkalicaseinat) die 
chymosinreichere, in dem Versuche mit in Saure geléstem 
Casein dagegen die pepsinreichere Lésung die gréfite Menge 
Albumosen bildete. Beim ersten Anblick kann es unzweifel- 
haft etwas auffallend erscheinen, daB die in A gebildete Albu- 
mosenmenge bei saurer Reaktion kleiner als bei neutraler war, 
trotzdem das Chymosin kréaftiger bei saurer als bei neutraler 
Reaktion wirkt. Die Erklarung kann jedoch darin liegen, daB 
die EKinwirkungsdauer im ersteren Falle (bei Gegenwart von 
freier Séure) nur 11/2 Stunde, im zweiten (bei Abwesenheit 
von freier Séure) 3 Stunden bei derselben Temperatur, 38 bis 
39° C., war. Hiatte ich die Enzymwirkung auch in der sauren 
Caseinlésung 3 Stunden andauern lassen, so wiirde wahr- 
scheinlich eine viel gréBere Albumosenmenge sich gebildet 
haben. Der Grund, warum die Versuche mit Casein in saurer 
Lésung regelmaéfig kiirzere Zeit als die Versuche mit Alkali- 
caseinatldsungen und denselben Enzymlésungen dauerten, war 
folgender. Die Albumosenbildung geschieht immer rascher in 
den sauren Caseinlésungen als in den Lésungen von Alkali- 
caseinat, und ich fiirchtete deshalb, da8B sie bei saurer Re- 
aktion und zu langer Versuchsdauer auch in den pepsinarmeren 
Proben so weit gehen kénnte, daB der Unterschied in den 
Lésungen mit ungleichem Pepsingehalt nicht geniigend scharf 
hervortreten wiirde. Diese Befiirchtung scheint indessen un- 
begriindet zu sein. 

Da das Chymosin das Casein kraftiger in saurer als in 
neutraler Lésung hydrolysiert, koénnte man a priori erwarten, 
dai, wenn man eine kraftig labend wirkende Enzymlésung 
mit einer allerdings relativ pepsinreicheren, aber dennoch nicht 
besonders kraftig peptisch wirkenden Lésung vergleicht, die 
in den vorigen Versuchen beschriebene Umkehrung des enzy- 
matischen Vorganges in saurer Lésung nicht besonders stark 
zum Vorschein kommen wiirde. Dies kann nun in der Tat 
auch eintreffen, und ich kann ein solches Beispiel anfiihren. 
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Die Versuchsanordnung war dieselbe wie in den oben aus- 
fiihrlicher beschriebenen Versuchen; die Versuchsdauer war 
aber sowohl bei Ab- wie bei Anwesenheit von freier Chlor- 
wasserstoffsiure nur 1 Stunde bei 38°C. Das Versuchs- 
ergebnis war folgendes. 
Pepsin Chymosin Caseinatlésung Saure Caseinlésung 

A 1 5 0,124 eg, 

E 9 1 0,064 mi: 

In diesem Falle war, wie man ersieht, die absolute Albu- 
mosenmenge in der sauren Lésung ein wenig (0,021 g) kleiner 
in der pepsinreicheren als in der chymosinreicheren, pepsin- 
iirmeren Probe, und eine Umkehrung des enzymatischen Vor- 
ganges fand also nicht in derselben augenfilligen Weise wie 
in den friheren Versuchen statt. Eine Anderung zugunsten 
der Pepsinwirkung in der sauren Lésung ist indessen auch in 
diesem Falle unverkennbar. Die absolute Vermehrung der 
Albumosenmenge bei Gegenwart von freier Séure war namlich 
in der pepsinérmeren Lésung 0,188 und in der pepsinreicheren 
0,227 g. Die Verinderung ging also auch hier in dieselbe 
Richtung wie in den anderen Versuchen, wenn 2uch die Pepsin- 
wirkung in E nicht so stark war, daB sie die starkere Chy- 
mosinwirkung in A wiahrend der kurzen Versuchszeit hatte 
einholen kénnen. Wenn ich nicht den Versuch so friih (nach 
nur 1 Stunde) unterbrochen hatte, wiirde allem Anscheine nach 
die Albumosenmenge in E gréfer als in A geworden sein, und 
ich teile diesen Versuch eigentlich nur aus dem Grunde mit, 
daf er ein weniger schlagendes Resultat gegeben hat. 

Wie man aus diesem und den ausfiihrlicher beschriebenen 
Versuchen ersieht, ist die Versuchsdauer immer eine kurze, 
1—3 bis héchstens 4 Stunden bei Bruttemperatur gewesen. 
Die Griinde hierzu sind folgende. Wenn man mit Infusionen 
auf Magenschleimhaute oder mit aus solchen Infusionen dar- 
gestellten Enzymlésungen arbeitet, hat man immer daran zu 
denken, daB aufSer den eigentlichen Sekretenzymen auch Ge- 
websenzyme — wie z. B. das Pseudopepsin, wenn ein solches 
Enzym iiberhaupt existiert — in kleinen Mengen in den Versuchs- 
fliissigkeiten enthalten sein kénnen. Die Wirkungen solcher, 
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etwa vorhandenen anderen Enzyme koénnen nun vielleicht in 
jangdauernden Versuchen sich geltend machen und zu un- 
reinen Resultaten fiihren, wahrend man hoffen kann, dafB sie 
in kurzdauernden, nur ein paar Stunden dauernden Versuchen 
gegeniiber den raschen und kraftigen Wirkungen des Chymosins 
und Pepsins bedeutungslos sein sollen. In langdauernden Ver- 
suchen, bei Gegenwart von Antisepticis, hat man ferner zu 
befiirchten, daB die Enzyme bei Korpertemperatur geschiadigt 
werden, und zwar um so eher, als die beiden Enzyme, Chy- 
mosin und Pepsin, bei verschiedener Reaktion eine verschie- 
dene Widerstandsfahigkeit zeigen. In Anbetracht der sehr 
kraftigen Wirkung sowohl des Chymosins wie des Pepsins auf 
geléstes Casein sind tibrigens langdauernde Versuche mit 
diesen Enzymen iberfliissig, und sie entsprechen nicht den 
Verhaltnissen bei der natiirlichen Verdauung. 





Die jetzt vorliegende Arbeit hatte zur Aufgabe, zu priifen, 
ob der Mangel an Parallelitat der beiden Enzymwirkungen, 
den man in Milchversuchen auf der einen Seite und bei der 
Mettschen Probe oder bei der Fibrinprobe auf der anderen 
leicht konstatieren kann, auch in Versuchen mit nur einem 
Substrate, dem Casein, sich geltend macht. Die oben mit- 
geteilten Versuche haben gezeigt, dai dies in der Tat der 
Fall ist. Zwei Losungen, welche gleich kraftig auf Milch 
wirken, wahrend die eine in saurer LOsung koaguliertes Ei- 
weifi oder Fibrin viel kraftiger als die andere verdaut, wirken 
gleich kraftig auf Alkalicaseinat, wahrend die mit kraftiger 
Pepsinwirkung auch kraftiger auf Casein in saurer Loésung 
wirkt. Wenn die eine Lésung kréaftiger milchkoagulierend, 
aber schwacher eiweiBverdauend wirkt, so hat erstere Losung 
auch eine kraftigere Wirkung auf Alkalicaseinat, aber eine 
schwiichere auf Casein in saurer Lisung als die andere. Fir 
das Resultat war es gleichgiiltig, ob man die Parallelitat durch 
Alkalieinwirkung oder durch fraktionierte NaCl-Extraktion auf- 
gehoben hatte. Dasselbe Resultat wurde ebenfalls erhalten, 
wenn man mit einander zwei Infusionen verglich, in welchen 
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die Parallelitat ohne irgend welche Eingriffe, nur weil die In- 
fusionen von Tieren verschiedenen Alters stammten, von vorn- 
herein aufgehoben war, und ferner auch, wenn man kaufliche 
Lab- und Pepsinpriparate mit einander verglich. Es ist mir 
nicht mdglich, diese Resultate ohne gekiinstelte, unbegriindete 
Hypothesen mit der unitarischen Ansicht zu vereinbaren, wiah- 
rend sie mit der dualistischen Auffassung in der allerbesten 
Ubereinstimmung sind. Bisher sind mir auch keine Unter- 
suchungen bekannt, deren Resultate nicht mit der letzteren 
Ansicht sich vereinbaren lassen. 

Da indessen das Pepsin auf die verschiedensten Eiweib- 
stoffe einwirkt, wahrend man keine andere Chymosinwirkung 
als die auf Milch, resp. Casein kennt, diirfte es wohl fiir ein 
mehr allseitiges Studium der Pepsin-Chymosinfrage notwendig 
sein, den Vergleich der beiden Enzymwirkungen auch auf 
andere Eiweifstoffe als das Casein auszudehnen. Dies habe 
ich auch getan, und in meinem niachsten Aufsatze in dieser 
Enzymfrage werde ich die Resultate meiner Untersuchungen 
liber die Wirkung der beiden Enzyme auf Erbsenlegumin 


mitteilen. 


Upsala, Mai 1916. 











Zur Biologie der Kieselséure und der Tonerde in den 
Vogelfedern. 


Von 


Dr. Max Gonnermann. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakol. und physiol. Chemie zu Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1918.) 


Aus dem Auftreten der Kieselséure und Tonerde in 
Organen von Tieren und Menschen, woriiber ich eine Unter- 
suchung in dieser Zeitschrift, Bd. 99 und eine zweite ander- 
weitig verOffentlicht habe, war leicht zu folgern, daB auch in 
den Vogelfedern beide Substanzen sich vorfinden kénnten. Ich 
habe demgemaf eine Reihe Federarten untersucht. Besonders 
regten die Resultate von Drechsel und Winogrodow, wonach 
in den Vogelfedern der Orthokieselsadureester Si(OC,,H,,0), eines 
zweiwertigen Alkohols: C,,H,,0, enthalten ist, dazu an. Carl 
Cerny’) wiederholte die Versuche der genannten beiden 
Forscher und stellte diese Substanz sowohl aus Ginsefedern, 
als aus Hiihnerfedern dar. Die Federstémme der Gans lieferten 
0,17°/o, die Fahnen 0,15°/o dieser Substanz. Hiihnerfedern aber 
lieferten 0,346°/o, also das Doppelte. Der Gehalt an Kiesel- 
siure, der bei dieser Substanz nach Drechsel 2,75°/o be- 
tragen muBte, betrug aber in maximo 0,4°/o und war mehr- 
mals Null! Offenbar liegt ein Gemisch von Fettsaureestern 
einer oder mehrerer hochmolekularen Alkohole vor, die dem 
Biirzeldriisensekret entstammen, und das Vorkommen von 
Kieselsiure in den Federn ist nach Cerny nur ein 
zufalliges, eine Verunreinigung durch Kieselstaub, 
eine Ansicht, welche Kobert stets bekampft hat, denn auch 





') Carl Cerny, Zur Frage des Vorkommens von Kieselsaéure im 
Organismus. Diese Zeitschr., Bd. 62, S. 296 (1909). 
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aus dem Atherextrakt des mit Alkohol vorher entwasserten 
Vogelblutes (Gianse, Hiihner, Tauben), sowie aus der Ginse- 
leber konnte Cerny eine kieselséurehaltige Substanz mit 
0,05—0,8°/o Kieselsdure isolieren. 

Auf diese interessanten Versuche hin schien es mir 
dankenswert, eine Reihe Aschenanalysen mdéglich reiner Vogel- 
federn anzustellen. Es war zu hoffen, daB dadurch die Frage 
des Vorkommens der Kieselséure in den einzelnen Teilen der 
Federn geklart werden wiirde. 

Es wurden nur die Fliigelfedern verarbeitet und zwar 
von den gréBeren Federn Kiele und Fahnen gesondert, von 
den kleinen Schwungfedern Kiele und Fahnen zusammen, 
und zwar auf Kieselsaéure und auf Tonerde. Das Material wurde 
im Porzellantiegel verbrannt, aus der Asche die Kieselsaure 
nach der gewOhnlichen analytischen Methode abgeschieden und 
sodann durch Schmelzen mit Ammoniumfluorid als Verlust 
bestimmt. Die Tonerde wurde im Filtrat der ausgelaugten 
Asche gesucht und bestimmt. (Siehe Tabellen.) 

Gorup-Besanez fand in der Asche fleischfressender 27 °/o, 
von Fischen lebender nur 10,5°/o, dagegen in den Federn 
kérnerfressender Vogel 40°/o Kieselséure, und schlieBt aus 
diesen Befunden mit Recht auf einen Einflu{8 der Nahrung 
auf den Kieselsiuregehalt der Federn. Dazu stimmt, da8 er 
in den Federn ganz junger Vogel den Gehalt an Kieselsdure 
geringer fand. Analog den Vogelfedern sind auch die Igel- 
stacheln stets kieselsdurehaltig, wie denn weiter analog diesen 
Befunden auch die Haare von Tieren und Menschen diese 
Substanz enthalten. So fand Gorup-Besanez in der Asche von 
Rehhaaren 8,1°/o, Schafwolle 8,3°/o, Bockhaaren 9,4°/o, 
Meerschweinchenhaaren 11,8°/o, Hundehaaren 12,5°/o, 
Pferdehaaren 14,6°/o Kieselsiure. Im Haupthaar fand 
Baudrimont im schwarzen 6,611°/o, im weiBen 12,3°/o, im 
braunen 30,6°/o, im blonden 30,7°/e, im roten 42,59/o der 
Asche an Kieselsaure. Gorup-Besanez fand in der Asche von 
weiBem Haar 9,5°/o, im braunen 13,9°/o. In den Haaren von 
Neugeborenen fallt der Prozentsatz natiirlich bedeutend ab 
auf 0,083 —0,103, und steigt mit dem Alter, soda8 beim zwei- 
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Tabelle II. 
SS ,,,,,,,,,,,,.,,.,,  ——————————e 
Lfde. mane eee 
Nr. | des Vogels | schenbestanateile auf Federn berechnet 
1 | Move | Asche enthilt Spuren von Eisenoxyd, keine 
| Larus canus | Tonerde. 
2 Gans | Asche frei von Tonerde. 


_ Anser cinereus | 





| Eichelhiher | Asche enthilt 0,882°/o Eisenoxyd, 2,46°o Ton- 
erde der Kiele; Fahnen und kleine Federn 


3. | Corvus glanda- | 
gleichfalls, jedoch wenig. 


} 
rius | 





| Ringeltaube | Tonerde war in den Federn, wenn auch nicht 








4 if | 

” ee palum-— wagbar vorhanden; ebenfalls Eisenoxyd. 
us 

74 Eisente Grofe Schwungfedern sind frei von Tonerde, da- 
| Halvelda glacialis gegen findet sich solche in den kleinen Federn. 
| a | Die Kiele enthalten 0,234 °/o Tonerde und Eisen- 

6. oxyd; die Fahnen 1,41 °/o, die kleinen Federn 





Strix otus 
0,369 °/o davon. 





| Kanarien- | 
7. | vogel | Tonerdegehalt 1,984°/o fiir simtliche Federn. 
| Fringilla canaris | 























a | Hahn | Kiele sind frei von Tonerde, Fahnen und kleine 
_ |Phasianus Gallus); =‘ Federn nur wenig. 
9. | Henne | Wie bei dem Hahn. 
| Kiele enthalten 0,81°/o Eisenoxyd, 
10 | Move 0,09 °/o Tonerde, 
' | Larus canus Fahnen > 1,64 %o > 
| Kleine Federn > 1,90°%o  » 
Kiele enthalten eine geringe Menge Tonerde; 
11 | Krahe Fahnen wenig Tonerde und Eisenoxyd; 
| Corvus corone kleine Federn gleichfalls nur sehr geringe 
| Mengen. 
| Kiele und Fahnen enthalten wohl Tonerde, 
Seetaucher : : 
; jedoch wegen des geringen Materials nur 
12. | Columbus septen- : 
trionalis Spuren. Auch die kleinen Federn enthalten 
| sehr wenig. 
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Tab. Il (Fortsetzung). 


























j — —— ———— —- —_ _ _ ___ __ | 
Lfde. | Name eiciisiiienniiad 
Nr. des Vogels schenbestandteile auf Federn berechnet 
| | 
13 Auerhahn | Kieleenthalten nur wenige Milligramme; Fahnen 
' |Tetrao urogallus| —sund kleine Federn nicht wagbare Mengen. 








| In den Kielen fanden sich 
| 0,183 °/o Tonerde, 
0,150°/o Eisenoxyd, 
Schreiadler | in den Fahnen 2,14 °/o Tonerde, 
Aquila nawia | 5,36 °/o Eisenoxyd, 
| in den kleinen Federn 
| 0,212 °/e6 Tonerde, 
| 0,241 °Jo Eisenoxyd. 


14. | 

















| Kiele enthalten nur wenig Tonerde, 
Gold- | Fahnen 1,143 °/o Tonerde, 
15. | od. Steinadler | 0,643 °/o Eisenoxyd, 
Aquila fulva | kleine Federn 0,472 °o Tonerde, 
0,236 °/o Eisenoxyd. 





jahrigen blonden Kind 0,115°/o, bei einem 17 jahrigen 0,151°/o 
vorhanden sind. Ein dunkelbraunes Haupthaar eines 59- 
jahrigen Mannes enthielt 0,233°/o, die grauen Haare eines 
63 jahrigen allerdings nur noch 0,100, und die eines 65 jahrigen 
0,098°/o. Doch gelten diese niedrigen Zahlen fiir Haare und 
nicht fiir Asche; so diirfte sich z. B. der Aschengehalt der ge- 
nannten 1djahrigen auf 18,4°/o berechnen. 


Aus meinen friiheren Untersuchungen will ich vergleichend 
nur hervorheben, dai sich in der Asche von 


graubraunem Mannerhaar 21,92°/o Kieselséure 
braunrotem > 20,80 °/o > 
hochrotem Knabenhaar 23,08 °/o > 
kastanienbraunem, weibl. Haar 7,44 °/o , 
goldblondem » >» 2,61 °/o ? 
hellrotem Knabenhaar 23,08 °/o > 
rotblondem Madchenhaar 4,44 9/0 > 
Wolle vom Schaf 31,00 °/o , 


fanden. 
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Die Federn sind ein epitheliales Gebilde wie die Haare. 
Daher kann es uns nicht wundern, wenn ich durchweg auch 
in den Federn Kieselséiure fand und zwar in den 
Fahnen der grofen Schwungfedern der Ringeltaube 
bis zu 77°/o der Asche. Diese Kieselséure stammt aus der- 
jenigen der Pflanzennahrung, wird also von den Tieren re- 
sorbiert, durchwandert den ganzen Organismus und gelangt 
in den Federn zur Ausscheidung, wobei sie deren Resistenz 
vermehrt. Da bei anderen Vodgeln die Menge viel geringer 
ist, so ist daraus zu schlieBen, dafB wohl keine bestimmte 
organische chemische Verbindung mit feststehendem 
Siliciumgehalt vorliegt, sondern daB nach dem zufalligen 
Gehalt des Organismus bezw. des Futters an Kieselsdéure bald 
mehr, bald weniger davon in den Federn zur Ablagerung kommt. 
Vielleicht gilt dasselbe auch fir die Tonerde. Immerhin ist 
das Vorkommen der Tonerde in den Federn doch be- 


merkenswert. 
Ich habe auf Seite 80—83 zwei Tabellen gegeben, deren 


erste sich auf Kieselsiure bezieht, wahrend die zweite es mit 
der Tonerde zu tun hat. Bei der Kieselsaure habe ich eine 
Dreiteilung des Untersuchungsmateriales eintreten lassen nach 
Kielen, Fahnen und kleinen Federn. 





= 








Einige Bemerkungen iber das Erbsenlegumin. 


Von 
Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1918.) 


In dem nichst folgenden Aufsatze tiber Chymosin- und 
Pepsinwirkung, V., werde ich einige Versuche iiber die Wir- 
kung dieser Enzyme auf Erbsenlegumine mitteilen. Bei der 
Darstellung dieses Legumins machte ich einige Beobachtungen, 
welche mich dazu notigten, die von Ritthausen!) auf der 
einen Seite und von Osborne und Mitarbeitern®) auf der 
anderen angewendeten Darstellungsmethoden ein wenig zu ver- 
gleichen. Hierbei erhielt ich, je nachdem ich nach dem einen 
oder anderen Verfahren arbeitete, zwei etwas verschiedene 
Produkte, die ich als a- und b-Legumin bezeichnet habe. Es 
war jedoch nicht meine Absicht, was ich hier ausdriicklich 
bemerke, eine eingehende Priifung der Leguminfrage zu unter- 
nehmen, was mich gar zu weit von meiner Hauptaufgabe — 
dem Studium der Pepsin-Chymosinfrage — hiitte fiihren miissen. 
Meine Beobachtungen tiber das Legumin sind nur als Neben- 
produkte der Hauptarbeit anzusehen, und wenn ich sie trotz- 
dem hier verdffentliche, geschieht dies aus folgenden Griinden. 
Der eine Grund ist der, daf ich in dem folgenden Aufsatze 
iiber Versuche mit sowohl a- wie b-Legumin berichten werde 
und daf es folglich notwendig ist zu sagen, was ich unter 





‘) Journal f. prakt. Chemie, Bd. 103 (1868) und N. F., Bd. 24 (1881) 
und Bd. 26 (1882). H. Ritthausen, Die EiweiSkérper der Getreidearten, 
Hiilsenfriichte und Olsamen, Bonn 1872 und Pfliigers Archiv, Bd. 15 
(1877), Bd. 16 (1878) und Bd. 18 (1878). 

*) Journ. of the Amer. Chem. Soc., Bd. 18 (1896), Bd. 20 (1898), 
Bd. 24 (1902) und Bd. 25 (1903). Vgl. auch Biochem. Handlexikon (heraus- 
gegeben von E. Abderhalden), Bd. 4 (1911), S.3—5, wo man auch 
weiteres iiber die Arbeiten von Osborne findet. 


_ 
d 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CII. 
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diesen Namen verstehe. Der andere Grund liegt darin, daB 
meine Beobachtungen, trotzdem sie nicht hinreichend ein- 
gehend sind, jedoch ein wenig Licht auf die zwischen Ritt- 
hausen und Osborne bestehenden Meinungsdifferenzen be- 
zuglich des Legumins werfen und hierdurch vielleicht anderen 
Forschern, welche mit dieser Frage sich beschaftigen wollen, 
zu einigem Nutzen werden k6énnten. 

Sieht man von dlteren Untersuchungen ab, so gibt es 
nur zwei Arbeiten tiber das Erbsenlegumin, welche von 
groOberer Bedeutung sind, némlich die Untersuchungen von Ritt- 
hausen und insbesondere diejenigen von Osborne und seinem 
Mitarbeiter Campbell. Leider stimmen die Resultate der 
Arbeiten von Ritthausen und Osborne nicht mit einander 
iiberein, was unzweifelhaft seinen Grund in den verschiedenen 
Darstellungsmethoden der beiden Forscher hat. 

Ritthausen verwendete als Extraktionsmittel entweder 
nur Wasser oder schwach alkalihaltiges Wasser, fallte das 
Legumin aus dem Filtrate mit Essigsiure, entfernte aus dem 
Niederschlage das Wasser mit Alkohol und extrahierte darauf 
mit Ather. Zur weiteren Reinigung wurde in schwach alkali- 
haltigem Wasser gelést, mit Essigséure gefallt und wie oben 
mit Alkohol und Ather behandelt. Das so dargestellte Pra- 
parat war ein Gemenge von 2 Stoffen, von denen der eine 
in verdiinnter NaCl-Lésung unldslich, der andere aber léslich 
war. Nur den in Kochsalzlésung unléslichen Stoff bezeichnete 
er als Legumin und er war der Ansicht, daB in den Erbsen 
zwei Proteine vorhanden sind, die beide urspriinglich in Koch- 
salzldsung sich lésen, von denen aber das eine, das wahre 
Legumin, durch die Lésung in Alkali und Fallung mit Essig- 
siiure unléslich geworden war. 

Osborne dagegen extrahierte das Erbsenmehl mit Salz- 
lésung, fallte durch Entfernung des Salzes mittels Dialyse 
gegen Wasser und reinigte durch wiederholtes Auflésen in 
NaCl-Lésung und Fallung mittels Dialyse oder Verdiinnung 
mit Wasser. Das zuletzt erhaltene, behufs der Analyse weiter 
gereinigte Produkt war leicht léslich in passend verdinnter 
Salzlésung und wurde von Osborne Legumin genannt. Nach 
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Osborne ist das Legumin ein in Kochsalzlésung von pas- 
sender Konzentration leicht lésliches, phosphorfreies Globulin; 
und mit diesem Globulin ist nach ihm der in Na-Lésung lés- 
liche Teil der Ritthausenschen Fallung identisch — wenn 
auch weniger rein. Das Legumin Ritthausens, also der in 
NaCl-Lésung unloésliche Teil, ist nach Osborne wahrscheinlich 
nichts anderes als ein Teil des in NaCl urspriinglich léslichen 
Globulins, welches infolge der Darstellungsmethode Ritthau- 
sens unldslich in Kochsalzlésung geworden ist. 

Ritthausen fand in seinem unléslichen Legumin mehr 
Phosphorsdure als diejenige Menge, welche der Asche des 
Legumins entsprach. Er betrachtete deshalb das Legumin als 
eine phosphorsdurehaltige Proteinverbindung, denn er fand es 
weniger wahrscheinlich, daf die Phosphorséiure wihrend der 
Ausscheidung des Legumins aus der Lésung mitgefallt worden 
war. Fiir die Annahme, daf das Legumin eine phosphorhaltige 
Proteinsubstanz sei, lagen nach ihm keine geniigenden Griinde 
vor. Das Legumin von Osborne war dagegen phosphorfrei. 

Die zwischen beiden Forschern bestehenden Meinungs- 
differenzen sind also folgende. Nach Osborne handelt es sich 
nur um einen Eiweifstoff, ein in Kochsalzlésung leicht lésliches, 
phosphorfreies Globulin (das Legumin Osbornes), von dem ein 
Teil, wahrscheinlich infolge der Darstellungsmethode Ritt- 
hausens, in Salzldsung unléslich geworden ist. Nach Ritt- 
hausen handelt es sich dagegen um zwei verschiedene Eiweib- 
kérper, die beide urspriinglich in Salzlésung ldéslich sind, von 
denen aber der eine durch die Alkaliwirkung — jedoch ohne 
Denaturierung — in eine in Salzlésung unlésliche Modifikation 
umgewandelt wird. Dieser in Salzlésung unlésliche Stoff (das Le- 
gumin Ritthausens) ist eine Phosphorsdure-Proteinverbindung. 

Zur Darstellung des Legumins benutzte ich in meinen 
ersten Versuchen nur die von Osborne angewendete Methode: 
Extraktion mit NaCl-Lésung und Dialyse. Als Ausgangsmaterial 
benutzte ich kéaufliches Erbsenmehl von gelben Felderbsen, 
welches vorher wiederholt mit warmem Alkohol zur Entfernung 
von Phosphatiden und anderen alkoholléslichen Stoffen extra- 
hiert wurde. Das trockene Mehl, welches immer sauer auf 

7* 
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mit Wasser befeuchtetes, blaues Lackmuspapier reagierte, wurde 
mit der 5—10fachen Menge NaCl-Lésung von 8°/o extrahiert. 
Die Filtration ging verhaltnismafig leicht von statten, aber 
das Filtrat war nie ganz hell, sondern immer etwas opali- 
sierend und triibe. Die Reaktion des NaCl-Extraktes war immer 
sauer (auf Lackmuspapier). Bei der Dialyse schied sich stets 
eine Fallung aus, die indessen auch Farbstoff mit niedergerissen 
hatte und die nie in NaCl-Lésung von 8°/o sich klar léste. 
Die Lésung war im Gegenteil immer triibe und gab bei der 
Filtration nie ein klares Filtrat. Ich filtrierte deshalb, nach 
dem Vorgange von Osborne und Campbell, durch einen 
(mit Kochsalzlosung durchgedrangten) Brei von Filtrierpapier- 
masse und erhielt nun klare Filtrate. Die Filtration ging jedoch 
sehr langsam von statten und horte allmahlich fast vollstandig 
auf, so dai ein neues Filtrum von Papiermasse angeordnet 
werden mufte. Hierdurch entstanden aber recht groBe Ver- 
luste; das Filtrat war fortwéhrend gelb gefarbt, und nach Aus- 
fallung mit Wasser und wiederholtem Lésen in Kochsalzlosung 
und Fiillen durch Verdiinnung mit Wasser blieb zuletzt die 
Ausbeute recht klein. 

Neutralisation des Kochsalzextraktes mit Alkali vor der 
Dialyse anderte nicht wesentlich das Resultat. Die Dialyse- 
faillung léste sich auch in diesem Falle nicht klar; die Filtration 
durch Papiermasse war unvermeidlich und die Ausbeute war 
noch kleiner als bei Dialyse des sauer reagierenden Extraktes. 
DaB man nach diesem Verfahren ein reines Legumin darstellen 
kann, ist allerdings unzweifelhaft, aber das langdauernde und 
ziemlich umstiandliche Verfahren lieferte regelmabig eine ver- 
haltnisméfig geringe Ausbeute. Statt der mehrere Tage an- 
dauernden Dialyse, die tibrigens infolge des Kalkgehaltes des 
Leitungswassers nicht gegen flieBendes Wasser geschehen 
konnte, sondern grofe Mengen destillierten Wassers erforderte, 
versuchte ich deshalb einfach die Fallung des NaCl-Extraktes 
durch Verdiinnung mit destilliertem Wasser. Auch die hierbei 
auftretende Fillung, welche dem Anscheine nach fast weib 
war, ldste sich nicht vollstandig und klar in Kochsalzlésung, 
und die gefarbte Lésung muBte durch Papiermasse (mit groBen 
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Verlusten) filtriert werden. Dieses Verfahren fiihrte nun aller- 
dings rascher zum Ziele als die Dialysemethode, aber auch 
hier war die Ausbeute verhaltnismaBig klein. 

Da man also nach dieser Methode stets mit groBen 
Mengen Rohmaterial arbeiten mute, um nicht zu_ kleine 
Mengen Endprodukt zu erhalten, versuchte ich auch die dltere 
Methode: Extraktion mit alkalihaltigem Wasser und Fiillung 
des Filtrats mit einer Saéure, also die von Ritthausen — 
namentlich bei Verarbeitung von sauer reagierendem Roh- 
material — benutzte Methode. Ich extrahierte das Erbsen- 
mehl mit schwach ammoniakhaltigem Wasser — 0,013 bis 
0,016 °/o NH, — in dem Verhiltnisse 1 Teil Erbsenmehl und 
20 Teile Wasser. Die Filtration verlief rasch und leicht, aber 
das Filtrat war nicht ganz wasserhell, sondern auch hier schwach 
opalisierend oder unklar. Bei Zusatz von Chlorwasserstoffsaure 
bis zu 0,028—0,056 °/o entstand ein reichlicher flockiger Nieder- 
schlag, der sich ziemlich rasch zum Boden setzte und abzentri- 
fugiert wurde. Der Bodensatz war anscheinend rein weib, 
wihrend die obenstehende, ganz klare Fliissigkeit gelb gefirbt 
war. Dieser Bodensatz wurde durch wiederholte gleichférmige, 
feine Verteilung in Wasser und Zentrifugieren gereinigt. 

Wenn nun dieser, noch wasserhaltige Niederschlag mit 
NaCl-Lésung von 8°/o behandelt wurde, léste sich ein Teil 
in der Salzlésung; ein bedeutender Teil blieb aber ungelést, 
selbst nach wiederholtem Auslaugen mit Kochsalzlisung. Ich 
kam also zu ganz demselben Resultate wie Ritthausen, nim- 
lich daB der Niederschlag ein Gemenge von zwei Stoffen, der 
eine in NaCl von 8°/o léslich und der andere darin unléslich ist. 

Wenn man mit Osborne annehmen will, da der von 
Ritthausen als Legumin bezeichnete, unldésliche Teil der 
Fallung ein durch die chemischen Eingriffe umgewandeltes 
und in Kochsalzlésung unléslich gewordenes Globulin (Os- 
bornes Legumin) ist, so folgt aus dem nun Angefiihrten jeden- 
falls, daB diese Umwandlung nicht die Folge der von Ritt- 
hausen angewandten Alkohol-Atherbehandlung sein kann. 
Eine solche Behandlung fand nimlich in meinen Versuchen 
nie statt. 
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Will man den in NaC! unloslichen Teil der Fallung (Le- 
gumin Ritthausens) als einen in Salzlésung unloéslich ge- 
wordenen Teil des Legumins Osbornes betrachten, so bleibt 
also nur die Annahme tbrig, daf dieser unlésliche Teil durch 
die Einwirkung des Alkalis, der Saéure oder des Stehens unter 
Wasser aus dem loéslichen Legumin entstanden sei. 

Eine Denaturierung infolge der Alkalieinwirkung ist wenig 
wahrscheinlich. In den Versuchen von Ritthausen, in welchen 
zur Lésung Wasser mit 0,1—0,2°/o Kaliumhydroxyd verwendet 
wurde, ist eine schidigende Einwirkung des Alkalis allerdings 
nicht ausgeschlossen; verwendet man aber Wasser, welches 
nicht mehr als 0,016°/o Ammoniak enthalt, so ist eine de- 
naturierende Wirkung mindestens sehr unwahrscheinlich. 

Die fortgesetzte Untersuchung zeigte auch, daf eine De- 
naturierung durch Alkalieinwirkung nicht anzunehmen ist, und 
als Beleg hierfiir kann folgende Beobachtung dienen. Das 
sauer reagierende Erbsenmehl wurde in dem Verhiltnisse 1°: 20 
mit Wasser, welches nur 0,009°/o Ammoniak enthielt, ein paar 
Stunden bei Zimmertemperatur behandelt und dann rasch filtriert. 
Das Filtrat reagierte nicht alkalisch, sondern sauer. Ein Teil 
des Filtrates wurde mit 0,03°/o HCl gefallt und unmittelbar 
zentrifugiert. Nach 5 Minuten wurde die Fliissigkeit von dem 
festen Bodensatze vollstandig abgegossen und die Oberflaiche 
des letzteren mit Wasser abgespiilt. Darauf wurde der Boden- 
satz mit Wasser zu einer homogenen Milch zerrieben, mit viel 
Wasser gemischt, neue 5 Minuten zentrifugiert und die Fiissig- 
keit entfernt. Der Bodensatz, mit NaCl-Lésung von 8°/o be- 
handelt, léste sich zum Teil in der Salzlésung, z. T. war er 
darin unléslich, und dieser Teil bildete eine grobflockige Fiillung. 

Von einer Denaturierung durch Alkalieinwirkung kann 
wohl keine Rede sein, wenn man mit so schwach ammoniak- 
haltigem Wasser extrahiert, daf das Extrakt schwach sauer 
reagiert. Der einfachste und sicherste Beweis dafiir, daB das 
Legumin Ritthausens kein durch Alkalieinwirkung entstandenes 
Umwandlungsprodukt ist, liegt aber darin, daB man dasselbe 
Produkt erhalt, wenn man jede Alkalieinwirkung vermeidet, 
das sauer reagierende Erbsenmehl einfach mit Wasser ex- 
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trahiert und mit Sdure fallt. So erhielt ich z. B. durch Ex- 
traktion von Erbsenmehl mit Wasser (1 : 20) bei Zimmertem- 
temperatur (unter Zusatz von Toluol) ein opalisierendes, sauer 
reagierendes Filtrat, welches durch Zusatz von 0,04°/e HCl 
gefallt wurde. Die unmittelbar abzentrifugierte Fiillung wurde 
wie in den anderen Versuchen durch Aufschlemmen in Wasser 
und unmittelbares Zentrifugieren gereinigt. Bei der Behand- 
lung mit NaCl-Losung von 8°/o blieb ein bedeutender Teil 
ungelést, welcher in derselben Weise wie die unter ahnlichen 
Verhiltnissen aus dem ammoniakalischen Extrakte erhaltene 
kochsalzunlosliche Fiallung sich verhielt. 

Da man also durch Extraktion mit Wasser, ohne irgend 
einen Alkalizusatz, das in Kochsalzlésung unlésliche Legumin 
Ritthausens erhalt, kann die Ansicht, dai dieses Legumin 
eine urspriinglich salzlésliche Substanz ist, «welche durch 
alkalische, freies Alkalihydrat enthaltende Lésungen in die salz- 
unlésliche Modifikation tibergefiihrt wird», nicht richtig sein. 

Dagegen kann man nicht daran zweifeln, dafi das Le- 
gumin Ritthausens aus einer urspriinglich salzlislichen Pro- 
teinsubstanz hervorgeht. Wenn man namlich das Erbsenmehl 
mit NaCl-Losung von 8°/o erschdpft und dann den Rest mit 
ammoniakhaltigem Wasser extrahiert, so erhilt man nur eine 
iuBerst geringe Menge mit Saure fiallbarer Substanz in dem 
Filtrate. Die Muttersubstanz des salzunléslichen Legumins ist 
also durch die Salzlésung extrahiert worden. 

Man konnte nun vielleicht das Unléslichwerden dieser 
Muttersubstanz durch Einwirkung des Wassers erkliaren wollen, 
da bekanntlich gewisse Globuline, wenn man sie nach der 
Ausfallung unter Wasser stehen laBt, in eine unlésliche Modi- 
fikation tibergehen. Nun kann ich allerdings nicht die Még- 
lichkeit in Abrede stellen, daB die hier in Rede stehende Substanz, 
wenn sie etwas langere Zeit — iiber eine Nacht oder einige 
Tage — unter Wasser steht, etwas schwerloslicher als in 
frisch gefilltem Zustande wird, und gewisse Beobachtungen 
machen dies sogar wahrscheinlich. Der wesentlichste Grund 
ihrer Unldslichkeit kann aber (wie tbrigens unten gezeigt 
werden soll) nicht in einer Einwirkung des Wassers gesucht 
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werden. In zahlreichen Fallen habe ich die mit HCI erhaltene 
Fallung unmittelbar nach dem Saurezusatze zentrifugiert, még- 
lichst rasch in Wasser verteilt, von neuem zentrifugiert, mit 
NaCl-Losung geprift und immer die Unldslichkeit eines Teiles 
der Fallung in NaCl-Lésung konstatiert. Es ist kaum wahr- 
scheinlich, da eine Wassereinwirkung von insgesamt 15 bis 
20 Minuten die Unldslichkeit in Kochsalz bewirkt hat. Wenn 
dem aber so wiire, so beweist dies jedenfalls, daB die Mutter- 
substanz des in Salzlésung unléslichen Legumins nicht das 
salzlésliche Legumin Osbornes sein kann. Das letztere kann 
nimlich mehrere Tage unter Wasser ausgefallt stehen oder 
wiederholt mit Wasser ausgewaschen werden, ohne seine Lés- 
lichkeit in Kochsalz zu verlieren. So war z. B. in einem Falle 
ein soleches Legumin, welches 10 Tage unter Wasser (mit Toluol) 
gestanden hatte, noch léslich in verdiinnter Kochsalzlésung. 

Nach Osborne soll das mit Salzlésung ohne Neutralisa- 
tion der natiirlichen Saure des Erbsenmehles extrahierte Legumin 
bei der Dialyse zum Teil in ein salzunlésliches Produkt tiber- 
gehen, welches er «Albuminat» genannt hat. Dieses Albuminat 
verhalt sich aber ebenfalls anders als das Legumin von Ritt- 
hausen. Das Albuminat quillt némlich in verdiinnter NaCl- 
Lésung zu einer gelatinésen, nicht filtrierbaren Fliissigkeit auf, 
schrumpft aber und wird kérnig in Wasser, wiéhrend das von 
mir erhaltene, salzunlésliche Produkt fast umgekehrt sich ver- 
halt, wie unten naher gezeigt werden soll. 

Die bisher angefiihrten Beobachtungen machen es schon 
wahrscheinlich, da®B das Legumin Ritthausens kein Umwand- 
lungsprodukt von dem Legumin Osbornes ist, und in der 
Folge werden wir weitere Verhialtnisse kennen lernen, welche 
dafiir sprechen, da8 es hier um zwei vielleicht nahe verwandte, 
aber trotzdem verschiedenartige Proteinsubstanzen sich handelt. 
Unter solchen Umstinden diirfte es wohl angemessen sein, in 
dem Folgenden, aus Bequemlichkeitsriicksichten, statt der 
umstiindlichen Bezeichnungen salzlésliches Legumin oder Os- 
bornes Legumin und salzunlésliches Legumin oder Ritt- 
hausens Legumin die kiirzeren Bezeichnungen a- oder b-Le- 
gumin zu gebrauchen. In der Folge bedeutet also a-Legumin 
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das in NaCl lésliche Legumin von Osborne und b-Legumin 
das in NaCl-Loésung unldésliche Legumin von Ritthausen. 

Dai das b-Legumin nicht durch Alkali- und allem An- 
scheine nach ebenfalls nicht durch Wassereinwirkung aus dem 
a-Legumin entsteht, geht aus dem oben Mitgeteilten hervor. 
Wenn es tberhaupt ein Umwandlungsprodukt eines anderen 
Stoffes ist, bleibt also kaum etwas anderes iibrig als die An- 
nahme, dafi seine Entstehung in irgend einer Beziehung zu 
der Ausfallung mit Saure steht. Dies scheint nun in der Tat 
auch der Fall zu sein. 

Die in dem ammoniakalischen Wasserextrakte des Erbsen- 
mehles durch Saéurezusatz erzeugte Fallung enthalt, wie aus 
dem Vorigen hervorgeht, ein Gemenge von a- und b-Legumin. 
Aus dieser Fallung erhalt man durch Extraktion mit NaCl- 
Lésung von 8°/o eine Lésung von a-Legumin, die weiter ver- 
arbeitet werden kann. Den von der Na-Cl-Léisung nicht ge- 
losten Rest, das b-Legumin, kann man durch mehrmals wieder- 
holte Extraktion mit Salzlésung so vollstandig von in NaCl- 
Lésung ldslicher Proteinsubstanz befreien, daB das Kochsalz- 
extrakt bei Verdiinnung mit Wasser héchstens schwach opali- 
sierend wird und nach Zusatz von ein wenig Chlorwasserstoff- 
sdure nach einiger Zeit héchstens eine Triibung gibt. Ein von 
EiweiB ganz freies NaCl-Extrakt habe ich nie erhalten, sei es, 
da8 das b-Legumin in NaCl-Lésung nicht ganz unloslich ist, 
oder daB die vollstaéndige Entfernung des a-Legumins nicht 
ganz gelungen war. 

Versucht man nun die mit NaCl-Lésung erschdépfte Fallung 
von b-Legumin durch feine Verteilung in Wasser und Zentri- 
fugieren auszuwaschen, so beobachtet man folgendes. Das erste 
Waschwasser ist klar und der Bodensatz setzt sich scharf ab. 
Bei wiederholtem Aufschlemmen in Wasser und Zentrifugieren 
quillt aber das b-Legumin stark auf und bei Anwendung von 
einer nicht besonders groBen Wassermenge liefert es eine 
schleimig gequollene Masse, die man nicht durch Zentrifugieren 
von der oberen, schleimig triiben Fliissigkeit trennen kann. 
Bei Anwendung von viel Wasser lést sich fast alles scheinbar 
zu einer triiben Fliissigkeit. Bei Anwendung von nicht zu 
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dichtem Papier und Wechseln der Faltenfilter kann man die 
Fliissigkeit filtrieren. Sie geht aber triibe durch das Filtrum, 
filtriert immer langsamer, wenn man die Filter nicht wechselt, 
und bei Anwendung von einem dichteren Filtrum erhilt man 
ein wasserhelles Filtrat, wihrend die Substanz zurtickgehalten 
wird. Das b-Legumin verhialt sich also umgekehrt wie das 
von Osborne beschriebene Albuminat, indem es in Wasser 
nicht schrumpft, sondern umgekehrt stark aufquillt und schein- 
bar sich list. Bei Zusatz von NaCl-Lisung schrumpft es da- 
gegen und wird aus der scheinbaren Lésung gefallt, wahrend 
das Albuminat in Kochsalzlésung quillt. 

Das gequollene b-Legumin bezw. die Lésung desselben 
in Wasser reagiert sauer und bei vorsichtigem Zusatz von 
Alkali geht die Quellung zuriick, resp. es entsteht in der triiben 
Fliissigkeit eine Fallung. Ebenso entsteht eine Fallung, wenn 
man ein wenig NaCl-Lisung zusetzt. Das durch Saurezusatz 
zu dem ammoniakalischen Wasserextrakte des Erbsenmehles 
ausgefillte b-Legumin ist also eine Saéure-Eiweifverbindung, 
die in Wasser stark aufquillt, in Kochsalzlésung dagegen 
schrumpft oder davon gefallt wird. 

In der nun beschriebenen Weise verhielt sich das feuchte 
b-Legumin in den meisten Fallen. In anderen quoll es dagegen 
weniger stark auf, gab nicht die obengenannte triibe F'liissig- 
keit, es lieB sich mit Wasser auswaschen und 4hnelte mehr 
dem Albuminate Osbornes, ohne jedoch in Wasser zu 
schrumpfen. Da ich nun in den verschiedenen Darstellungen 
mit etwas wechselnden Saéuremengen gefallt hatte, lag es nahe 
zur Hand zu priifen, ob nicht eine Fallung des Erbsenmehl- 
extraktes mit einer etwas wechselnden Saéuremenge die Eigen- 
schaften der Fiallung verandern konnte. Der Versuch bestatigte 
diese Vermutung. 

Erbsenmehl wurde wie gewohnlich mit ammoniakhaltigem 
Wasser (0,014°/o NH,) in dem Verhiiltnis 1:20 extrahiert. 
Von dem Filtrate wurden zwei gleich groBe Teile abgemessen, 
von denen der eine A mit 0,03 und der andere B mit 0,1°/o HCl 
gefallt wurde. Beide wurden darauf 5 Minuten zentrifugiert, 
die Fallungen in gleichen Mengen Wasser verteilt und wiederum 
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5 Minuten zentrifugiert. Es wurden nun die nach dem Augen- 
mafie etwa gleich hohen Bodensatze mit gleich groBen Mengen 
Kochsalzlésung von 8°/o behandelt, um die Fallungen zu lésen. 
Hierbei loste sich der grOdfte Teil von A und das Ungeléste 
bestand aus einer grobflockigen, lockeren Fillung. In B da- 
gegen war der ungeléste Riickstand gréfer, weif und mehr 
kompakt. Nach neuem Abzentrifugieren wurde in viel Wasser 
aufgeschlemmt. Hierbei trat in A keine Quellung auf, eher 
das Gegenteil, wahrend die Fallung in B vollstandig in eine 
sauer reagierende, aber nicht klare Fliissigkeit verwandelt 
wurde. Diese saure Fliissigkeit wurde gefallt durch Zusatz 
von ein wenig Kochsalzlésung wie auch durch Neutralisation 
mit ein wenig Ammoniak. Die Fallung in A wurde noch ein- 
mal in viel Wasser fein verteilt. Sie quoll nicht auf, lieB sich 
leicht abzentrifugieren und mit Wasser auswaschen. 

Je nach der zur Fallung des ammoniakhaltigen Wasser- 
extraktes verwendeten Sduremenge kann man also ein b-Legumin 
von etwas verschiedenartiger Beschaffenheit erhalten. Bei An- 
wendung von einer etwas gréferen Saéiuremenge erhdlt man 
ein b-Legumin, welches in Wasser stark aufquillt und eine 
sauer reagierende Fliissigkeit gibt. Bei Fallung mit weniger 
Saure quillt das Legumin nicht auf und 1laBt sich direkt mit 
Wasser auswaschen. Die Séuremenge ist jedoch nicht das 
einzige hier in Betracht kommende Moment, denn die Be- 
schaffenheit des Erbsenmehles ist nicht ganz ohne Belang. So 
waren die Léslichkeitsverhaltnisse und die Filtrierbarkeit des 
stark gequollenen sauren b-Legumins nicht ganz dieselben, 
wenn ich von einem alten oder von einem frisch gemahlenen 
Erbsenmehle (welches noch Chlorophyll enthielt) ausging. Diese 
kleinen Unterschiede verinderten jedoch nicht die Hauptresultate. 

Wie oben erwiahnt, kann man die filtrierbare, triibe Losung 
des mit viel Wasser behandelten b-Legumins durch Zusatz 
von ein wenig Ammoniak oder Alkalilauge fallen. Diese Fallung, 
mit Wasser ausgewaschen, lést sich nicht in Kochsalzlésung 
und kann mittels solcher von verunreinigendem a-Legumin be- 
freit werden. Die darauf mit Wasser von Kochsalz vollstandig 
befreite Fiillung reagiert sauer auf Lackmuspapier und verhalt 
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sich wie eine Séure. Es ist also wohl moglich, daB das b-Legumin 
selbst eine Siiure ist, wenn auf der andern Seite auch die 
Moglichkeit besteht, daB die bei Alkalizusatz ausfallende Sub- 
stanz eine in Wasser nicht lésliche Verbindung des Legumins 
mit einer kleineren Menge Sidure ist. Es ist auch recht wohl 
denkbar, dai die mit den kleinsten Saéuremengen erzeugten 
Leguminfallungen aus dem freien b-Legumin — wenn dies 
eine Saéure ist — besteht oder Verbindungen von diesem mit 
der Phosphorsiure oder einer anderen der angeblich vor- 
kommenden Séuren im Erbsenmehle enthalt, wéahrend die 
Fillungen mit gréferen Mengen Chlorwasserstoffsaéure jeden- 
falls hauptsachlich aus Verbindungen des Legumins mit Chlor- 
wasserstoffsaure bestehen. Eine solche Annahme konnte das in 
verschiedenen Fallen etwas wechselnde Verhalten des feuchten 
b-Legumins zu Wasser recht gut erkliren. Die Entscheidung 
dariiber, ob und inwieweit die eine oder andere dieser Még- 
lichkeiten verwirklicht ist, mag aber anderen Untersuchern 
liberlassen werden. 

Das Wesentlichste ist namlich, dab der durch Ausfallung 
mit einer Saure erhaltene, von Ritthausen als Legumin be- 
zeichnete, in Kochsalzlésung nicht ldsliche Eiweifstoff — das 
b-Legumin — hauptsachlich, wenn nicht ausschlieBlich, aus 
Siaure-Eiweifiverbindungen besteht. Die nachste Hauptfrage 
gilt also der Art des in diesen Séureverbindungen enthaltenen 
Eiweifies, namentlich seine Beziehung zu dem a-Legumin. 

Das a-Legumin verbindet sich ebenfalls, wie Osborne 
gezeigt hat, mit Saéuren, und man kann auch Salzsdurever- 
bindungen des a-Legumins mit Kochsalzlésung fallen. Der Um- 
stand, dai bei Fallung mit einer gré8eren Saéiuremenge der 
salzunlosliche Teil der Fillung reichlicher ist als bei Fallung 
mit weniger Saure, wie auch der Umstand, da’ im ersteren 
Falle das salzlésliche Eiweifi sich verhaltnismaéBig schwer 
mit Kochsalzlésung ganz entfernen la&t, kénnten dafiir sprechen, 
daf bei Ausfallung mit mehr Séure der in Salzlésung unlos- 
liche Teil neben Séureverbindungen von b-Legumin auch in 
Salzldsung schwerlodsliche Siéureverbindungen von a-Legumin 
enthalt und demnach ein Gemenge ist. Es kénnte aber viel- 
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leicht auch so sein, daB dieses Gemenge neben Sdureverbin- 
dungen von b-Legumin nur in Kochsalzlésung ldésliche Ver- 
bindungen von a-Legumin enthilt, die infolge der mehr kom- 
pakten Beschaffenheit der b-Leguminfallung fester eingeschlossen 
und infolge hiervon dem Lésungsmittel weniger leicht zuging- 
lich sind. Wie es hiermit sich verhilt, habe ich nicht naher 
gepriift, denn es werden immer schon bei der ersten Extraktion 
mit Kochsalzlésung so reichliche Mengen von a-Legumin ge- 
lést, daB dieses Extrakt sehr gut zur Darstellung des a-Legu- 
mins sich eignet. Das zweite Extrakt lieferte regelmaBig eine 
wesentlich geringere Fillung. Diese Kochsalzextrakte reagieren 
immer stark sauer. 

Verdiinnt man das NaCl-Extrakt, welches das a-Legumin 
enthalt, mit so viel Wasser, daB der Gehalt an NaCl in dem 
Gemenge etwa 1°/o wird, so scheidet sich das a-Legumin als 
eine reichliche, flockige Fillung aus, die sich leicht in Koch- 
salzlésung wieder lést und bei Wasserzusatz wieder ausfillt. 
Versucht man die abzentrifugierte Fallung in derselben Weise 
wie das b-Legumin durch feine Verteilung in Wasser und Zen- 
trifugieren zu reinigen, so erhalt man, wenn das Salz weg- 
gewaschen worden ist, eine milchihnliche Fliissigkeit und einen 
weifen Bodensatz, der bei erneutem Behandeln mit Wasser 
eine ebenfalls milchige Fliissigkeit gibt. Die weife milchiéhn- 
liche Fliissigkeit reagiert sauer. Sie wird bei sehr vorsichtiger 
Neutralisation mit sehr verdinntem Ammoniak flockig gefiallt, 
lést sich aber duBerst leicht in einem kleinen UberschuB des 
Ammoniaks, Ebenso wird sie gefallt von etwas Kochsalzlésung, 
schon von weniger als 0,5°/o, wird aber von mehr NaCl, 
3—4/o, zu einer sauer reagierenden F'iissigkeit klar geldst. 
Das milchige Aussehen der Flissigkeit riihrt also von einer Saure- 
verbindung des a-Legumins her. Diese in dem Wasser fein 
verteilte Sdureverbindung kann man im allgemeinen, wenigstens 
nach wiederholtem ZuriickgieBen des Filtrates auf das Filtrum, 
so vollstandig abfiltrieren, daB man ein wasserhelles, eiweib- 
freies Filtrat erhalt, und wenn man die a-Leguminfallung direkt 
auf ein Filtrum bringt und mit Wasser auswischt, kann man 
deshalb die eben geschilderte Verinderung der Fallung durch 
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Wassereinwirkung iibersehen. In einigen Fallen geht indessen 
die Fliissigkeit fast unveridindert milchwei8 durch das Filtrum, 
und dieses, etwas wechselnde Verhalten scheint von einem 
verschiedenen Gehalte der Verbindung an Séure abhangig zu 
sein. Durch Zusatz von sehr wenig Séure, so wenig, daf sie 
das Aussehen der feinen Emulsion nicht andert, kann man 
namlich leicht die letztere mit unverindertem Aussehen filtrier- 
bar machen. Daf ich bei Anwendung von verschiedenem 
Erbsenmehl als Ausgangsmaterial eine etwas ungleiche Filtrier- 
barkeit der a-Leguminsdureverbindung beobachtet habe, diirfte 
wohl auch vielleicht mit der urspriinglich etwas ungleich stark 
sauren Reaktion des Mehles im Zusammenhange stehen. 

Das a-Legumin kann also ebenso wie das b-Legumin 
Sdureverbindungen geben, aber die Séureverbindungen der 
beiden Legumine zeigen ein wesentlich verschiedenes Verhalten. 
Die Siiureverbindungen des b-Legumins geben mit Wasser eine 
stark gequollene schleimige Masse, bezw. dickfliissige, nicht 
filtrierbare L6sungen oder mit viel Wasser eine von gequollenen 
Partikelchen triibe, schwer filtrierbare Fliissigkeit. Die Saure- 
verbindungen des a-Legumins quellen dagegen nie in Wasser, 
sondern geben damit eine immer diinnfliissige milchweife Emul- 
sion bezw. eine milchweif filtrierende Loésung. Ein anderer 
Unterschied ist der folgende. Neutralisiert man die Saurever- 
bindung des b-Legumins in Wasser mit Alkali, so erhalt man 
eine grobflockige, ziemlich kompakte Fallung, die nach dem 
Auswaschen mit Wasser unldslich oder fast unléslich in NaCl- 
Lésung von 8°/o ist. Die aus derSaureverbindung des a-Legumins 
durch Neutralisation mit Alkali erhaltene flockige, mehr lockere 
Fallung lést sich dagegen nach dem Auswaschen mit Wasser 
auBerodentlich leicht und ganz klar in verdiinnter Kochsalzlésung. 
Diese Lésung reagiert stark sauer, und das durch Neutralisation 
ausgefillte a-Legumin ist also entweder selbst eine Saure oder 
eine in Wasser nicht lésliche séureirmere Verbindung. 

Auch in anderen Beziehungen verhalten sich die beiden 
Legumine etwas verschieden. Aus dem feuchten a-Legumin 
kann man leicht mit verdiinntem Alkali klare, leicht filtrierende, 
diinnfliissige, neutral oder sogar sehr schwach sauer reagierende 
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Lésungen darstellen. Das b-Legumin gibt dagegen — gleich- 
giiltig ob man die Saureverbindung direkt oder die obengenannte, 
durch Neutralisation ausgefallte Substanz mit Alkali in Wasser 
zu lésen versucht -— nie klare, sondern triibe, gelbbraun ge- 
fairbte, schleimige oder dickfliissige L6sungen, die beim Erwarmen 
sich etwas klaren und weniger schwerfiltrierbar werden, die 
aber noch etwas opalisierend sind. Diese Lésungen reagieren 
regelmafig alkalisch, nie sauer, und nur durch Verdiinnung 
einer solchen Lésung und sehr vorsichtigen Zusatz von ®/100-HCl 
habe ich neutral reagierende Lésungen erhalten kénnen. 

Ein entsprechender Unterschied zwischen den beiden 
Leguminen besteht auch in ihrem Verhalten zu kleinen Mengen 
Saure. Von dem a-Legumin kann man mit sehr wenig Chlor- 
wasserstoffsiure milchweife, filtrierbare und mit etwas mehr 
Saure klare Lésungen erhalten. Diese Lésungen sind immer diinn- 
fliissig, nie schleimig, sie reagieren immer stark sauer auf Lack- 
muspapier. Die mit wenig Sdure bereiteten reagieren nicht auf 
Kongopapier. Versucht man das b-Legumin in Wasser mit 
n/10-HC] zu lésen, so erhélt man je nach der Menge des Legumins 
kleisterahnliche oder schleimige Massen, bezw. dickfliissige 
nicht filtrierbare Losungen, die jedoch beim Stehen diinnflissiger 
werden. Beim Erwarmen klaren sie sich auf, ohne jedoch 
ganz klar zu werden. Sie sind nun auch mehr diinnfliissig und 
lassen sich filtrieren, sind aber immer gelbgrau gefarbt und 
opalisierend. In dieser Weise kann man indessen Lésungen 
von b-Legumin darstellen, die zwar auf Lackmuspapier stark 
sauer, dagegen nicht auf Kongopapier reagieren. 

Ein weiterer Unterschied betrifft vielleicht den Phos- 
phorgehalt. Das a-Legumin ist nach Osborne phosphorfrei. 
In dem b-Legumin fand Ritthausen dagegen immer Phosphor 
und ich habe ebenfalls dasselbe phosphorhaltig gefunden. Ich 
habe indessen noch keine eingehenden Untersuchungen tber 
den Phosphorgehalt des b-Legumins ausgefiihrt und kann des- 
halb nicht bestimmt behaupten, daB diese Substanz Phosphor 
enthalt. DaB das mit Saure gefallte Legumin (richtiger Ge- 
menge) phosphorhaltig ist, haben indessen schon altere Forscher 
gezeigt, und nach den Untersuchungen von Ritthausen wie 
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von Wiman!) kann iiber die Richtigkeit dieser Angaben kein 
Zweifel bestehen. Es ware deshalb gewif von Interesse zu 
untersuchen, ob das b-Legumin immer Phosphor enthiilt, bezw. 
ob es um eine Leguminphosphorsdureverbindung oder um Phos- 
phor in organischer Bindung sich handelt. 

Die nun mitgeteilten Erfahrungen und Beobachtungen, 
aus welchen hervorgeht, daf die beiden Legumine ganz ver- 
schiedene Loslichkeitsverhaltnisse und physikalische Eigen- 
schaften zeigen, haben mich zu der Uberzeugung gefiihrt, da8 
das von Ritthausen beschriebene Legumin, das b-Legumin, 
nicht ein durch Alkali-, Saéure- oder Wassereinwirkung ent- 
standenes Umwandlungsprodukt des Osborneschen Legumins, 
des a-Legumins sein kann. Ks handelt sich hier vielmehr um 
zwei, vielleicht nahe verwandte, aber jedoch in mehreren Hin- 
sichten verschiedene Proteinsubstanzen. Ich finde es wahr- 
scheinlich, daB das b-Legumin diejenige Substanz ist, welche 
den Erbsenmehlextrakten ihre nie ganz klare Beschaffenheit 
verleiht und die Unklarheit wie auch die Schwerfiltrierbar- 
keit der Kochsalzlésungen des Rohlegumins bedingt. Ich finde 
es ferner nicht unwahrscheinlich, da8® dieses Legumin in irgend 
einer Beziehung zu dem Albuminate von Osborne steht. Die 
Ansicht von Ritthausen, daB von Anfang an im Erbsenmehle 
zwei verschiedene in Salzlésung iibergehende Proteinsubstanzen 
vorhanden sind, von denen die eine infolge der chemischen 
Eingriffe in eine salzunlésliche Modifikation tibergeht, scheint 
mir richtig zu sein, wenn man statt «Modifikation» die Be- 
zeichnung Saureverbindung verwendet. Seiner Ansicht, daB 
die Salzunléslichkeit durch die Einwirkung des Alkalis be- 
dingt ist, kann ich namlich nicht beitreten, indem, wie ich im 
vorigen gezeigt habe, die kleine Alkalimenge ohne Einwirkung 
und das salzunlésliche Produkt eine Séureverbindung ist. Da aber 
auch die aus der gelésten Séureverbindung mit Alkali ausgefiillte 
Substanz in NaCl-Lésung unléslich ist, kann natiirlich das durch 
Fillung mit Séure erhaltene Rohprodukt ein Gemenge von dieser 
Substanz und ihrer Saéureverbindung sein. Da8 man in dem NaCl- 





') Upsala Likareférenings Férhandlingar (N.F.), Bd. 2, S. 553 (1897 
und Malys Jahresbericht, Bd. 27, S. 21 (1898). 
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Extrakte des Erbsenmehles auch das in Salzlésung nicht lésliche 
b-Legumin erhailt, riihrt wohl daher, daB dieses Legumin im Mehle 
als eine lésliche, durch Saure fallbareAlkaliverbindung vorkommt. 

Es wiirde natiirlich von Interesse sein, die Natur und 
Eigenschaften des b-Legumins mehr eingehend zu studieren. 
Hierzu sind aber Untersuchungen nicht nur iiber die elementare 
Zusammensetzung, sondern auch tiber den Gehalt dieses Legu- 
mins an verschiedenen Aminoséuren erforderlich, und solche 
Untersuchungen lagen vollstindig auferhalb des Planes meiner 
Arbeit. Meine Hauptaufgabe war namlich nur, ein fiir meine 
Pepsin- und Chymosinuntersuchungen brauchbares Material 
darzustellen, und die mitgeteilten Beobachtungen habe ich — wie 
in der Einleitung hervorgehoben wurde — nur als Nebenpro- 
dukte der Hauptarbeit betrachtet. Ich hoffe trotzdem, da 
diese Beobachtungen nicht ganz ohne Bedeutung fiir ein Ver- 
stindnis der zwischen Ritthausen und Osborne vorhandenen 
Meinungsdifferenzen sein diirften. 

Eine noch offene Frage ist die Ursache des verschiedenen 
Verhaltens der Saéureleguminverbindungen zu Wasser vor und 
nach der Behandlung mit NaCl-Lésung. Das durch Extraktion 
des durch Siurezusatz ausgefallten Gemenges mit Kochsalzlésung 
und Fallung des Extraktes mit Wasser erhaltene a-Legumin gibt, 
wie oben erwiihnt, beim Waschen mit Wasser (in oben angege- 
bener Weise) eine milchige Fliissigkeit, die eine Saureverbindung 
des a-Legumins enthalt, und der nach der Extraktion mit Koch- 
salzlésung zuriickgebliebene Rest — das b-Legumin — gibt 
mit Wasser eine mehr oder weniger stark quellende Siéure- 
verbindung. Wenn nun also die mit Saéure aus dem ammoniaka- 
lischen Wasserextrakte des Erbsenmehles erhaltene Rohfallung 
ein Gemenge von Saureverbindungen der Legumine ist, kénnte 
man erwarten, dafi auch dieses Gemenge vor der Kochsalz- 
behandlung mit Wasser eine milchig triibe Fliissigkeit, resp. 
eine quellende Masse mit viel Wasser geben wiirde; aber dies 
ist nicht der Fall. Man kann diese Rohfiallung wiederholt mit 
Wasser und Zentrifugieren auswaschen, ohne irgend eine solche 
Verinderung zu sehen. Der Bodensatz setzt sich scharf ab, 
und die obenstehende Fliissigkeit ist wasserhell. Erst nach der 
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Extraktion mit Kochsalzlésung und Entfernung des a-Legumins 
beobachtet man die starke Quellung des b-Legumins in Wasser, 
und ebenso ist es erst das mit Wasser aus dem Kochsalzextrakte 
gefillte a-Legumin, welches beim Waschen mit Wasser die milch- 
ihnliche Fliissigkeit gibt. Die Frage, wie die Kochsalzlésung 
hierbei wirkt, muB Gegenstand weiterer Untersuchungen werden. 

Es liegt mir nun ob, die Griinde, warum ich die beiden 
Substanzen als a- und b-Legumin bezeichnet habe, anzugeben. 

Das von Osborne mit grofer Sorgfalt dargestellte und 
studierte Legumin scheint eine reine, einheitliche Substanz zu 
sein, wihrend das Legumin Ritthausens allem Anscheine 
nach unrein war und auch Saureverbindungen des Legumins 
von Osborne enthielt. Unter solchen Umsténden kénnte es 
wohl berechtigt sein, der reineren, einheitlichen Substanz einen 
besonderen Namen, und zwar den Namen Legumin, zu geben. 
Auf der anderen Seite ist aber der Name Legumin als Bezeich- 
nung fiir den Hauptbestandteil des salzunléslichen Gemenges 
alter und also aus Prioritatsriicksichten ebenfalls berechtigt. 
Da es nun wenig angemessen sein diirfte, dem Legumin Ritt- 
hausens einen neuen, besonderen Namen zu geben, bevor 
die Natur dieser Substanz aufgeklart worden ist, und da beide 
Substanzen vielleicht in naher Beziehung zu einander stehen, 
schien es mir am einfachsten zu sein, bis auf weiteres beide 
als Legumine, und zwar als a- und b-Legumine zu bezeichnen. 

Die Methode zur Darstellung der beiden Legumine ist 
wohl schon im vorigen in den Hauptziigen angegeben, und 
ich habe nur wenig hinzuzufiigen. Es wurden meistens 150g 
Erbsenmehl mit 3000 ccm Wasser, welches nie mehr als 
0,016, gewohnlich 0,014°/o, NH, enthielt, extrahiert. Das Fil- 
trat wurde mit Chlorwasserstoffsiure vom spez. Gewicht 1,127 
(0,1—0,2 ccm auf je 100 ccm Filtrat) gefallt. Die zugesetzte 
Menge Chlorwasserstoffsiure schwankte also zwischen 0,028 
und 0,056°/o, war aber meistens 0,056°/o. Die Menge der 
Saiure — innerhalb dieser Grenzen — ist nicht gleichgiiltig 
fiir die fortgesetzte Arbeit. Bei Zusatz von wenig Séure erhilt 
man leicht bei der folgenden Extraktion mit NaCl-Lésung 
opalisierende Extrakte, die bei Verdinnung mit Wasser einen 
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festen Bodensatz von Legumin absetzen, und dieser Bodensatz 
lést sich nicht klar in Kochsalzlésung. Die Darstellung eines 
reinen a-Legumins wird hierdurch etwas erschwert, wihrend 
dagegen das b-Legumin viel leichter mit Salzlésung extrahiert 
wird und auch mit Wasser ohne die starke Aufquellung 
gewaschen werden kann. Bei Fallung mit der gréSeren Siéure- 
menge — 0,056°/o — erhalt man dagegen bei der Extraktion 
der gewaschenen Fillung mit NaCl-Lésung klare Extrakte, die 
mit Wasser eine weifie, lockere, flockige Fallung geben. Diese 
Fallung, welche leichter auszuwaschen ist, lést sich duferst 
leicht und klar in verdiinnter Kochsalzlésung auf. In diesem 
Falle ist aber die Rohfallung mehr weif und kompakt und ist 
schwer mit Kochsalzlosung zu erschépfen. Das riicksténdige 
b-Legumin quillt in diesem Falle stark in Wasser und kann 
sich in viel Wasser zu einer unklaren Fliissigkeit losen. Man 
kann es also nicht mit Wasser waschen, sondern muf es durch 
Zusatz von ein wenig Alkali ausfillen. Fiir die Darstellung des 
a-Legumins ist also die grd{ereSauremenge besser; fiir die direkte 
Darstellung des b-Legumins umgekehrt die kleinere. Statt mit 
Chlorwasserstoffsiure kann man auch mit Essigséure oder einer 
anderen Saure fillen. Ich habe nur die Essigsaéure etwas versucht 
und erhielt mit0,15°/o Saure eine Fallung, die in NaCl-Losung zum 
Teil léslich und zum Teil unléslich war. Inwieweit die eine oder 
die andere Séure vorzuziehen ist, habe ich nicht weiter gepriift. 

Zur Darstellung des a-Legumins wurde die mit Wasser 
ausgewaschene Rohfallung mit NaCl-Losung von 8 °/o extrahiert, 
und das klare Extrakt mit so viel Wasser verdiinnt, daf der 
Salzgehalt 1°/o betrug. Die Fallung wurde abzentrifugiert, in 
Kochsalzl6sung wieder gelést und wieder mit Wasser bis zu 
einem Gehalte von 1°/o NaCl (um das Vicilin zu entfernen) 
gefallt. Da es nur um die Darstellung eines zu den Enzym- 
versuchen brauchbaren Materials sich handelte, schien es mir 
iiberfliissig, das Legumin mehr als zweimal mit Wasser zu 
fallen. Die abzentrifugierte Fallung wurde durch feine Ver- 
teilung in Wasser und Zentrifugieren gewaschen. Sobald hierbei 
eine milchige Fliissigkeit sich gebildet hatte, was als beweis 
fiir die Entfernung des riickstindigen Kochsalzes diente, wurde 
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sie von dem festen Bodensatze getrennt und durch vorsichtigen 
Zusatz von Ammoniak (von der Starke 0,5°/o) gefallt. Diese 
Fallung von a-Legumin konnte leicht mit Wasser ausgewaschen 
werden und diente in feuchtem Zustande zur Darstellung von 
Alkali- bezw. Acidleguminatlésungen. Der von der milchigen 
Fliissigkeit getrennte Bodensatz wurde in einigen Fallen mit 
mehr Wasser behandelt, und die neue milchige Fliissigkeit, 
wie eben erwéhnt, behandelt. In anderen Fallen wurde der 
Bodensatz in einer passenden Menge Wasser fein verteilt und 
direkt zu der Darstellung von Alkali-, bezw. Acidleguminat 
verwendet. Ob die eine oder andere Methode zur Darstellung 
solcher Lésungen benutzt wurde, war fiir die Versuchsresultate 
gleichgiiltig. Das a-Legumin wurde aber immer frischbereitet 
und feucht in Lésung gebracht, ohne Alkohol und Atherbehand- 
lung. Kiéufliches Legumin war so verindert und schwer loslich, 
dafi ich es nicht brauchen konnte. 

Das b-Legumin wurde in einigen Fallen (nach Fallung 
des Erbsenmehlextraktes mit wenig Sdure) erst mit NaCl- 
Lisung méglichst erschépft und dann mit Wasser gewaschen. 
In den meisten Fallen dagegen — wenn also zur Fallung des 
Erbsenmehlextraktes die grifere Siuremenge verwendet worden 
war — wurde der mit Kochsalzlésung erschépfte Riickstand 
der Rohfallung erst einmal mit Wasser und Zentrifugiern 
gewaschen, um die Hauptmenge des riickstiindigen Salzes zu 
entfernen. Dann wurde der Riickstand mit so viel Wasser 
versetzt, daB, nach dem Stehen in der Kalte tiber eine Nacht, 
eine filtrierbare (durch nicht zu dichtes Papier) oder jedenfalls 
eine durch Leinwand leicht kolierbare Lésung des b-Legumins 
erhalten wurde. Diese Lésung wurde durch Zusatz von Ammo- 
niak gefiillt, die Fiallung erst mit Wasser gewaschen, dann 
mit NaCl-Lésung extrahiert (um etwa beigemengtes a-Legumin 
zu entfernen) und endlich mit Wasser griindlich ausgewaschen. 
Das b-Legumin wurde ebenfalls immer in feuchtem Zustande 


mit Alkali, resp. Saure gelést. 


Upsala, September 1917. 





























Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
V. Mitteilung. 
Wirkung der Enzyme auf Erbsenlegumine. 


Von 
Olof Hammarsten. 





(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1918.) 


Einer der Griinde, die man gegen die dualistische Auf- 
fassung der Magenenzyme ins Feld gefiihrt hat, ist der, dah 
Pepsin- und Chymosinwirkung wohl immer in der Natur zu- 
sammen vorkommen, und dai man also nach der dualistischen 
Auffassung genotigt ist, tiberall, wo eine Pepsinsekretion vor- 
kommt, auch die Sekretion eines besonderen, milchkoagulie- 
renden Enzyms anzunehmen. Der physiologische Sinn einer 
Sekretion von labendem Enzym wird unter solchen Verhalt- 
nissen schwer verstindlich, und man kann fragen, wozu die 
Sekretion eines spezifischen, milchkoagulierenden Enzyms in 
den Darmkanal solcher Tiere, wie z. B. Fische und Vogel, die 
wahrend keiner Periode des Lebens Milch als Nahrung zu sich 
nehmen, dienen soll. Diese Frage ist zweifelsohne vollig be- 
rechtigt unter der Voraussetzung, daf man das Labferment als 
ein auf Milchcasein spezifisch wirkendes Enzym, als eine 
«Casease», auffaht. Hier kann man indessen eine Gegenfrage 
aufstellen. Wie weifi man, daB das Labenzym ein spezifisches 
Enzym in dem Sinne ist, daf es nur auf Milch, bezw. Casein, 
und nicht auch auf anderes Eiweif wirkt? Ist es nicht denkbar, 
daB es auch eine andere Aufgabe haben kann, die bisher nicht 
Gegenstand der Forschung gewesen ist und die man deshalb 
noch nicht kennt? Infolge der allbekannten grofien wirtschaft- 
lichen Bedeutung des Labmagens fiir die Kiasebereitung hat 
man sich seit altersher daran gewohnt, die Kisebildung als das 
Resultat einer spezifischen Einwirkung des Labs auf Milch zu 
betrachten, und diese Anschauung hat auch ihr Geprage auf 
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die wissenschaftliche Forschung gedruckt. Man hat naémlich 
seit lange die Milch als das spezifische Reagens auf Lab be- 
trachtet, und gegenwirtig ist wohl auch kein anderes Labreagens 
bekannt. Hieraus folgt aber natiirlich nicht, daB das Lab- 
enzym — in der Folge als Chymosin bezeichnet — ein nur 
auf Casein wirkendes Enzym, also eine Casease, ist. Fragt 
man, ob es tiberhaupt irgendwelche tiberzeugende Beweise fiir 
die spezifische Wirkung des Chymosins auf Casein gibt, so 
mu man, nach meiner Ansicht, diese Frage verneinend beant- 
worten. 

Zur Begriindung der Ansicht, dafS das Chymosin nur auf 
Casein und nicht auf anderes Eiweif wirkt, hat E. Petry *) 
besondere Versuche ausgefiihrt. Er studierte die Einwirkung 
von kiuflichem Labextrakt bei neutraler Reaktion teils auf 
geronnene Eiweifstoffe, wie gekochtes Hiihnereiweif oder Fibrin 
und koaguliertes Serum, und teils auf ungeronnene Protein- 
stoffe, wie geléstes, krystallisiertes Serumalbumin und erstarrte 
Gelatine. Die Resultate waren negativ. Bei Anwendung von 
saurer L6sung, bei Gegenwart von 0,21°/o HCI, fiel im Laufe 
von 24 Stunden bei 38° C. die Mettsche Probe vollstandig 
negativ aus, wahrend nur eine schwache, wie er annimmt, 
von den vorhandenen kleinen Pepsinmengen herriihrende Ein- 
wirkung auf gekochtes Serumalbumin stattgefunden hatte. Auf 
erstarrte Gelatine war die angesduerte Lablésung bei Zimmer- 
temperatur unwirksam. 

Die Beweiskraft der von Petry ausgeftiihrten Versuche 
mit nicht angesiuertem Labextrakt diirfte man wohl kaum 
berechtigt sein zu bezweifeln. Man ko6nnte allerdings ein- 
wenden, daf er mit einem kiuflichen, unreinen Extrakt, welches 
vielleicht die Labwirkung hemmende Stoffe enthielt, gearbeitet 
hat; in Anbetracht der kraftigen Wirkung des Extraktes auf 
Milch ist aber diese Einwendung kein hinreichender Grund, die 
Beweiskraft dieser Versuche zu leugnen. Nun ist aber die 
Chymosinwirkung, wenn eine solche bei den héheren Tieren 
regelmaSig vorkommt, gewiB nicht auf in der Siedehitze koa- 





') Beitrage zur chemischen Physiologie und Pathologie (Fr. Hof- 
meister), Bd. 8 (1906), S. 339—365. 














Studien itber Chymosin- und Pepsinwirkung. V. Mitteilung. 107 


gulierte Eiweifstofie eingestellt, und aus dem Grunde sind un- 
zweifelhaft Versuche mit nicht koagulierten Eiweifstoffen von 
gréBerem Interesse. Ein solcher Versuch ist der mit krystalli- 
siertem, léslichem Serumalbumin; und da man schwerlich an- 
nehmen kann, daf sein krystallisiertes Serumalbumin von einem 
Antichymosin verunreinigt war, scheint mir dieser Versuch fir 
die Unwirksamkeit des Chymosins auf Serumalbumin bei Ab- 
wesenheit von Siure sehr zu sprechen. 

Als weniger beweisend betrachte ich dagegen seine nega- 
tiven Versuche mit salzsaurehaltigem Labextrakt. Kaufliche 
Labpriiparate oder auf Milch kraftig wirkende Enzymlésungen 
zeigen nimlich nach meiner Erfahrung immer gleichzeitig 
Pepsinwirkung, wenn man nicht die letztere durch besondere 
Eingriffe, wie z. B. Alkalieinwirkung, vernichtet hat. Dement- 
sprechend wirkt auch kaufliches Lab bei Gegenwart von Chlor- 
wasserstoffsaure verdauend sowohl auf gekochtes Hiihnereiweib 
wie Fibrin, wenn nicht Salze oder andere hemmend wirkende 
Stoffe gleichzeitig zugegen sind. Nun hat aber Petry zu 
seinen Versuchen ein mit dem gleichen Volumen Chlorwasser- 
stoffsaure von 0,42°/o verdiinntes Labextrakt verwendet, und 
wenn er hierbei keine Pepsinverdauung erhielt, lag dies gewiB 
daran, dali diese saure Lablésung eine zu grofe Menge von 
Kochsalz oder anderen hemmenden Stoffen enthielt. Dab er 
unter diesen Versuchsbedingungen keine eiweifiverdauende 
Wirkung des Chymosins beobachten konnte, selbst wenn dieses 
Enzym unter anderen Verhaltnissen einer solchen Wirkung 
machtig ist, kann man nicht befremdend finden. 

Im Gegensatz zu Petry haben auch R. O. Herzog und 
M. Margolis’) in zwei Versuchen mit einer stirker verdiinnten 
Lablésung bei Gegenwart von freier Salzsiure eine Verdauung 
von Ovalbumin beobachtet. Sie betrachten diese Verdauung, 
wenn ich die Verfasser nicht mifverstanden habe, als eine 
Labwirkung; aber es ist viel wahrscheinlicher, daf in diesen 
Versuchen, in welchen nach 4 Tagen bei 30° C. nur 34 —47,7°/o 
von dem Ovalbumin verdaut waren, die Wirkung von dem 
Pepsin des Labpriaparates herriihrte. Man kann jedenfalls nicht 





‘) Diese Zeitschr., Bd. 60 (1909), S. 298—305. 
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diese Versuche als Beweise fiir eine eiweiiverdauende Wirkung 
des Chymosins bei Gegenwart von freier Chlorwasserstoffsaéure 
anfiihren. | 
Man konnte eher geneigt sein, eine andere, sehr auf- 
fallende Beobachtung der genannten zwei Forscher als Stiitze 
fiir die Annahme einer Wirkung des Chymosins auf Ovalbumin 
bei Abwesenheit von Siure anzunehmen. Herzog und Mar- 
golis berichteten tiber zwei Versuchsreihen, in welchen Ovalbu- 
minlo6sungen der Einwirkung von Pepsin (Griibler) ohne Salz- 
siurezusatz ausgesetzt wurden. In der ersten Reihe war der 
Ovalbumingehalt bei steigenden Pepsinmengen konstant. In 
der zweiten war umgekehrt bei steigenden Ovalbuminmengen 
der Pepsingehalt tiberall derselbe, und in beiden Reihen nahm 
die Menge des koagulablen Ovalbumins ab. So waren z. B. 
in der ersten Reihe bei der grdften Pepsinkonzentration, 
1 : 400, nach 15 Minuten bei der Temperatur 0° nur 74,1 °/o 
von dem urspriinglichen Ovalbumin noch koagulierbar. 

Diese Versuchsreihen fiihrten also zu sehr auffallenden 
Resultaten, die man als Beweise fiir eine verdauende Wirkung 
des Pepsins bei Abwesenheit von Séure aufgefaBt hat, trotzdem 
dies der gang und gabe Vorstellung von den Bedingungen fiir 
eine Pepsinwirkung ginzlich widerspricht. Da man wohl fort- 
wihrend allgemein der Ansicht ist, daf das Pepsin nur in 
einem sauren Medium wirkt, wahrend man sicher weib, da 
die Chymosinwirkung auch bei Abwesenheit von Saure kraftig 
sein kann, kénnte man deshalb auch leicht zu der Annahme 
verleitet werden, dai es in diesen Versuchen nicht um eine 
Pepsinwirkung, sondern um die nie fehlende Chymosinwirkung 
des kiiuflichen Pepsins sich gehandelt hat. Natiirlich will ich 
dies nicht behaupten, denn die Versuche liefern keine geniigenden 
Anhaltspunkte hierfiir; da aber diese interessanten Versuche 
jedenfalls nicht der Annahme einer Chymosinwirkung wider- 
sprechen, habe ich dieselben in dieser kurzen Ubersicht nicht 
unerwahnt lassen konnen. 

Eine andere Untersuchung, die man ebenfalls als eine 
Pepsinwirkung bei Abwesenheit von Saure betrachtet hat, und 
die also vielleicht als eine Chymosinwirkung gedeutet werden 
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konnte, rihrt von EK. Zunz!) her. Er hat sowohl geléstes als 
koaguliertes, krystallisiertes Serumalbumin unter Toluolzusatz 
der Einwirkung von Pepsinlésungen (Griiblers Pepsinum 
purissimum), welche auf Zufiigung von Na,HPO, schwach alka- 
lisch gegen Lackmus oder schwach sauer gegen Phenolphthalein 
reagierten, bei 38° C. wahrend 1,3 oder 6 Tagen unterworfen 
und dabei schon nach 24-stiindigem Stehen eine Bildung von 
Albumosen und Peptonen beobachtet. Das koagulierte Serum- 
albumin wurde langsamer angegriffen. Auch in diesem Falle 
kénnte man ebensogut eine Chymosin- wie eine Pepsinwirkung 
annehmen, aber hier kommt noch die Moglichkeit in Betracht, 
da8 wahrend der lingeren Versuchsdauer bei Korpertemperatur 
vielleicht ein anderes, das Pepsin verunreinigendes Gewebe- 
enzym die Wirkung hervorgerufen hat. Zunz selbst hat diese 
Moglichkeit hervorgehoben, indem er auf das etwaige Vor- 
kommen von sog. Pseudopepsin in dem kiuflichen Pepsin hin- 
weist, und auch aus diesem Versuche kann man also keine 
bestimmten Schliisse ziehen. 

Wie eingangs angedeutet wurde, habe ich in der Literatur 
tiberhaupt keine tiberzeugenden Beweise fiir die spezifische 
Natur des Chymosins, also fiir seine Wirkung nur auf Casein 
und nicht auf anderes Eiweif, finden kénnen. Die Frage, wie 
es mit dieser Wirkung sich verhalt, ist indessen von der aller- 
groBten Bedeutung, nicht so sehr fiir die strittige Pepsin- 
Chymosinfrage wie fiir eine tiefere Kenntnis der Verdauungs- 
vorgange im Magen, und aus dem Grunde bin ich seit ein 
paar Jahren mit Untersuchungen dieser Art beschaftigt ge- 
wesen. 

Wenn man sich vergegenwirtigt, daB die Chymosinwir- 
kung, wenn eine solche iiberhaupt bei Tieren, die einen sauren 
Magensaft absondern, vorkommt, stets in einem sauren Medium 
verlauft, so ist es ohne weiteres klar, daf man fiir die Er- 
forschung der physiologischen Bedeutung einer etwaigen Chy- 
mosinwirkung in erster Linie die Enzymwirkung bei saurer 
Reaktion studieren muf. Hier st68t man indessen auf die 





1) Beitrige zur chemischen Physiologie und Pathologie (Fr. Hof- 
meister), Bd. 2 (1902), S. 433—480. 
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grofe Schwierigkeit, dafi das Pepsin ebenfalls in einem sauren 
Medium wirkt. Es kénnte deshalb auch vielleicht als ein fast 
aussichtsloses Unternehmen erscheinen, wollte man die beiden 
Enzymwirkungen gesondert in einem sauren Milieu studieren, 
bevor man noch einig dariiber ist, ob tiberhaupt zwei ver- 
schiedene Enzymwirkungen existieren, und so lange man jeden- 
falls nicht die etwaigen Trager derselben hat isolieren kénnen. 
Eine Aussicht hat sich jedoch dadurch erOffnet, daB man nach 
verschiedenen Methoden die Parallelitét der beiden Enzym- 
wirkungen aufheben kann. Wenn man namlich auch tiber die 
Ursache der aufgehobenen Parallelitit streitet und dieselbe 
durch verschiedenartige Hypothesen mit der unitarischen Auf- 
fassung zu vereinbaren sucht, so steht immerhin die Tatsache 
fest, daB man Lésungen darstellen kann, welche fast nur die 
eine und nicht die andere Wirkung zeigen. Seitdem es mir 
gelungen war, Enzymlésungen darzustellen, welche kraftig labend 
auf Milch wirkten, wahrend sie fast pepsinfrei waren - oder 
jedenfalls weniger kriftig als Lésungen, die 1 Teil Pepsin in 
1—5 Millionen Teilen Verdauungssalzsaure enthielten, wirkten, 
schien es mir jedenfalls der Miihe wert zu sein, die Frage einer 
experimentellen Priifung zu unterwerfen. 

Meine Hauptaufgabe war also, die Wirkung des Chymo- 
sins auf anderes Eiweif als Casein bei saurer Reaktion zu 
priifen; aber selbstverstiandlich konnte ich dabei nicht die 
Wirkung bei neutraler Reaktion ganz aufer acht lassen. Die 
hieriiber ausgefiihrten alteren Versuche kénnen namlich — selbst 
wenn sie einwandfrei waren — nicht fiir die Frage von einer 
Wirkung des Chymosins auf anderes Eiweif bei neutraler 
Reaktion entscheidend sein, denn sie betreffen nur eine sehr 
kleine Anzahl von Eiweifstoffen, und alles Eiweif ist nicht 
bei neutraler Reaktion gleich leicht hydrolysierbar. Man kénnte 
nimlich recht wohl sich vorstellen, da das Casein, den an- 
deren, mit negativem Resultate gepriiften EiweiBstoffen gegen- 
iiber, eine besonders leicht angreifbare Proteinsubstanz sei, 
und da8 hierin der Grund lige, warum man bisher eine Chy- 
mosinwirkung nur auf Casein hat beobachten kénnen. Eine 
solche Vorstellung kénnte auch eine Stiitze in dem Verhalten 
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des Erepsins finden, welches ebenfalls auf Casein, aber nicht 
auf genuines Eiweif im allgemeinen wirkt, und trotzdem kein 
fiir Casein spezifisches Enzym, keine Casease, ist. 

Bei meinen Untersuchungen tiber die Wirkung des Chy- 
mosins auf andere Eiweibstoffe richtete ich in erster Linie 
meine Aufmerksamkeit auf einen vegetabilischen Eiweifstoff, 
das Erbsenlegumin, dessen leichte Hydrolysierbarkeit mir seit 
friiheren Untersuchungen wohlbekannt war. Von diesem Ei- 
weibstoff kann man, ebenso wie von dem Casein, leicht liés- 
liche Alkaliverbindungen darstellen, die zu Chymosinversuchen 
bei Abwesenheit von Séure sich gut eignen. Man kann auch 
leicht Verbindungen mit Chlorwasserstoffsiure und. was fiir 
meine Untersuchungen besonders wichtig war, solche lésliche 
Sadureverbindungen darstellen, die so wenig Sdure enthalten, 
daB sie zwar stark sauer auf Lackmus-, aber dagegen nicht 
auf Kongopapier reagieren. 

Aufer dem Erbsenlegumin habe ich auch einige andere 
Eiweifstoffe mit Chymosin gepriift, aber leider noch nicht 
Ovalbumin und Serumalbumin, weil die oben zitierten, diese 
EiweiBstoffe betreffenden Arbeiten erst wihrend der Vorbe- 
reitung dieses Manuskripts mir bekannt wurden. Bisher sind 
indessen nur die Untersuchungen tiber Legumin einigermafen 
zum Abschlu8 gekommen, und diese Untersuchungen gelten 
die Chymosinwirkung sowohl bei neutraler wie bei saurer 
Reaktion. 

Die Versuche sind sowohl mit a- wie mit b-Legumin- 
ldsungen ausgefiihrt worden. Beziiglich der Darstellung dieser 
Lésungen verweise ich in der Hauptsache auf den nachst 
vorhergehenden Aufsatz: «Einige Bemerkungen uber das Erbsen- 
legumin» und werde in den angefiihrten Versuchen das dariiber 
etwa Notwendige hinzufiigen. Auch beziiglich der in ver- 
schiedener Weise dargestellten Enzymlésungen muf ich auf 
die einzelnen Versuche hinweisen. Aus den, in dem Auf- 
satze IV (S. 43) angefiihrten Griinden habe ich in den Ver- 
suchen bei K6rpertemperatur die Enzymlésungen mit nur einer 
Ausnahme nur verhaltnisma@ig kurze Zeit, 1 bis hédchstens 
4 Stunden einwirken lassen. 
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Wirkung des Chymosins auf Alkalileguminate. 


Die meisten Versuche sind mit a-Leguminat ausgefiihrt 
worden. Das frisch bereitete, noch feuchte a-Legumin lost 
sich, in Wasser fein verteilt, sehr leicht in ein wenig Alkali 
auf, und durch vorsichtigen Zusatz von "/10-Natronlauge kann 
man leicht auf Lackmus neutral oder sogar schwach sauer 
reagierende Alkalileguminatlésungen darstellen. Das a-Legumin 
ist vielleicht selbst eine Saéure und es bildet ferner Saure- 
Leguminverbindungen, die je nach der Darstellungsmethode 
mehr oder weniger stark sauer auf Lackmus reagieren und 
folglich auch etwas verschiedene Mengen ®/10-Alkali zur Loésung 
und Bildung von neutral reagierenden Alkalileguminatlésungen 
erfordern. Da ich nun in den verschiedenen Versuchen mit 
Legumin von etwas ungleicher Aciditaét gearbeitet habe, wech- 
selte folglich auch die erforderliche Menge "/10-Lauge ein 
wenig. Die Lésungen waren leicht filtrierbar, klar, mit nur 
sehr schwach bliulich-weiBer Opalescenz. Unter Toluol auf- 
bewahrt wurden sie aber regelmaéfhig allmahlich mehr oder 
weniger stark opalisierend, zuletzt weiflich, klarten sich aber 
beim Erwiirmen wieder auf. 

Wenn man nun eine solche, frisch bereitete Leguminat- 
lésung mit neutraler Enzymlésung versetzt und bei 38—39° C. 
stehen la®t, so kann man schon aus dem allmahlich sich ver- 
iindernden Aussehen des Gemenges ersehen, daf das Enzym 
auch auf Alkalileguminat einwirkt. Wdahrend die Kontrollprobe 
mit Alkalileguminatlésung und gekochter Enzymlésung_ nicht 
merkbar oder jedenfalls nicht wesentlich sich verdndert, wird 
dagegen die enzymhaltige Probe, je nach der Starke der Enzym- 
wirkung, mehr oder weniger opalisierend, dann mehr weiBlich 
oder wei8 und zuletzt milchweif, in dickerer Schicht undurch- 
sichtig, in diinnerer dagegen durchsichtig wie eine Calcium- 
caseinatldsung, aber ohne Fillung. Diese Veranderung hat, 
wenn die Enzymlésung nicht besonders schwach wirkte, regel- 
maBig innerhalb 3—4 Stunden stattgefunden, und es ist hierbei 
gleichgiiltig, ob das Pepsin an- oder abwesend ist. Eine durch 
Alkalieinwirkung von Pepsin befreite Enzymlésung zeigt namlich 
dieselbe Wirkung, und eine neutrale, mit Wasser so stark 
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verdiinnte Pepsinlésung, daB sie auf Milch nur schwach labend 
wirkt, wihrend sie bei der Mettschen Probe wirksam ist, hat 
nicht die obige Wirkung auf Alkalileguminat. 

Fallt man die durch Einwirkung von Chymosinlésung ver- 
ainderte Leguminatlisung mit der genau erforderlichen Menge 
n/1o-HCl und filtriert den Niederschlag ab, so erhalt man ein 
wasserhelles Filtrat, welches bei richtiger Arbeit kein koagu- 
lables EiweiB enthalt. Prift man mit Gerbsiure, so gibt das 
Filtrat der Kontrollprobe eine sehr unbedeutende Fillung, 
welche etwa der Eiweifimenge der unwirksamen Enzymlosung 
entspricht. Das Filtrat der mit Enzym behandelten Lésung 
gibt dagegen eine reichlichere, grobflockige Fillung, welche 
zeigt, daf in dieser Probe eine Einwirkung auf das Leguminat 
stattgefunden hat. Das Eiweif in diesem Filtrate verhalt sich 
wie Albumose; die Menge ist aber nur eine kleine und betrigt 
nur wenige Prozente von dem angewandten Legumin. Im 
Verhaltnis zu der aus Alkalicaseinat unter dhnlichen Beding- 
ungen erhaltlichen Albumosenmenge ist die Albumosenmenge 
aus Leguminat immer eine unbedeutende. 

Anders liegen aber die Verhaltnisse, wenn man die Alkali- 
leguminatlésung vorher gentigend erwéirmt hat. Um sicher zu 
sein, dafi kein von dem Erbsenmehle herriihrendes, vegetabi- 
lisches Enzym, welches von dem Legumin mit niedergerissen 
war, das Versuchsresultat stéren wirde, habe ich auch mit 
Leguminatlésungen gearbeitet, die ich im siedenden Wasser- 
bade auf 92—94° C. erhitzte und dann langsam erkalten lie’. 
Bei diesem Erhitzen triibt sich die Leguminatlisung nicht; im 
Gegenteil klirt sie sich etwas auf, wenn sie vorher nicht klar, 
‘sondern opalisierend oder etwas weiBlich war. Die erwarmte 
Leguminatl6sung wird ebenfalls bei Bruttemperatur durch das 
Chymosin umgewandelt; aber hier tritt nach einiger Zeit — in 
meinen Versuchen meistens binnen 1!/2—3 Stunden — rege!l- 
mafig eine reichliche, flockige Fillung auf, wihrend die Kon- 
trollprobe nicht merkbar oder nicht wesentlich verdndert 
worden ist. 

Zentrifugiert man die Fallung ab und labt die Flissigkeit 
langere Zeit bei Kérpertemperatur stehen, so wird die Probe 
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nicht wesentlich weiter veradndert, und es tritt keine neue 
Fallung auf. Wird die abzentrifugierte Fliissigkeit dagegen 
vorsichtig mit Séure versetzt, so erhalt man eine neue, aber 
viel geringere Fallung, und durch Sieden und sehr vorsichtigen 
Siurezusatz kann man alles fillbare Eiweifi entfernen. Die 
Ldsung gibt nun die Reaktionen der priméren Albumosen. Sie 
wird durch Sattigung mit Chlornatrium oder durch Halbsattigung 
mit Ammoniumsulfat reichlich gefillt, gibt aber mit Kalium- 
ferrocyanid und Essigsiiure nur eine unbedeutende Fallung. Die 
Menge der Albumosen ist in diesem Falle auch gr6fer als in 
den Versuchen mit ungekochter Alkalileguminatlésung. 

Die in einer erhitzten Alkalileguminatlésung durch Chy- 
mosinwirkung direkt erzeugte Fallung ist mehr grobflockig als 
eine Fillung von a-Legumin. Sie ist ferner schwerléslicher 
in Alkali, wird von Kochsalzlésung nicht oder nur wenig gelost 
und ahnelt mehr dem b-Legumin. Diese Fallung kann man 
leicht und scharf abzentrifugieren, und nach dem Auswaschen 
mit Wasser und Alkohol kann man also ihre Menge leicht 
direkt bestimmen. Sie kann auch indirekt als Differenz zwischen 
der Menge von festen Stoffen in der urspriinglichen Versuchs- 
fliissigkeit und in der abzentrifugierten Lo6sung bestimmt wer- 
den. Ich habe Bestimmungen nach beiden Methoden ausge- 
fiihrt und in verschiedenen Versuchen Zahlen, die zwischen 
61,7 und 69,5°/o von dem Legumin sich bewegten, gefunden. 
Die in verschiedenen Versuchen erhaltenen, etwas wechselnden 
Zahlen kénnen vielleicht von der mehr oder weniger kriaftigen 
Enzymwirkung abhiangig sein, denn die niedrigste Zahl 61,7 °/o 
erhielt ich nach einer Einwirkungsdauer von 65—70 Minuten 
und die héchsten, 68,6 und 69,5°/o, nach einer Einwirkungs- 
dauer von gegen 3 Stunden. Besondere Untersuchungen zur 
Priifung dieser Frage habe ich indessen nicht ausgefiihrt. 

Eine gekochte Alkalileguminatlésung verhalt sich nach 
dem QObigen in gewisser Hinsicht zu dem Chymosin wie eine 
Dialkalicaseinatlésung, indem néamlich auch die letztere (vgl. 
Aufsatz IV) unter Albumosebildung und Abscheidung von einer 
Fallung hydrolysiert wird. Ein augenfalliger Unterschied liegt 
aber darin, dafi in der Dialkalicaseinatlésung die Fillung einen 
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kleinen Teil — hdchstens gegen 25°/o — von dem Casein 
betragt, wahrend in den Alkalileguminatlésungen die Fallung 
einen viel grdferen Teil — bis gegen 70°/o — von dem vor- 
handenen a-Legumin ausmacht. Die Menge der nicht spontan, 
sondern erst nach Sdurezusatz ausfallenden Proteinsubstanz 
habe ich nur in einem Falle bestimmt. Sie betrug rund 17 °/o 
von dem Legumin, wahrend die Menge der direkt ausfallenden 
Substanz und der Albumosen bezw. 64 und 19°/o waren. 
Die gekochten und die ungekochten Alkalileguminat- 
l6sungen verhalten sich also, dem Chymosin gegeniiber, wesent- 
lich verschieden. Die ungekochten werden zwar — nach dem 
Aussehen zu urteilen — wesentlich verandert, aber nie unter 
Abscheidung von einer Fillung zersetzt — wenigstens ist das 
Gegenteil mir niemals begegnet. Das Legumin bleibt hierbei 
auch recht lange in der Hinsicht unverindert, dali es fortwahrend 
in verdiinnter Kochsalzlésung leicht léslich ist, und die Menge 
der gebildeten Albumose ist eine so kleine, daf man, trotz dem 
verinderten Aussehen der Versuchsfliissigkeit, hdchstens von 
einer schwachen Wirkung des Chymosins auf das Alkalilegu- 
minat reden kann. Die gekochten werden dagegen regelmiabig 
unter Auftreten von einer in verdiinnter Kochsalzlésung nicht 
oder nur schwer |dslichen Fallung zersetzt, und die Albumose- 
bildung ist reichlicher. Ich habe indessen auch einen Aus- 
nahmefall beobachtet, in dem eine gekochte Alkalileguminat- 
lodsung selbst nach 4-stiindiger Einwirkung der Enzymlésung 
bei 38° C. und darauffolgender Einwirkung bei 35 bis 36° C. 
wihrend 24 Stunden keine Fallung zeigte. Den Grund des ab- 
weichenden Verhaltens in diesem Falle kann ich nicht angeben. 
Daf bei Anwendung von schwicher wirkenden Enzymlésungen 
die Fallung in einer gekochten Leguminatlésung spater als bei 
Anwendung von kriitigeren Enzymlosungen, z. B. erst nach 5, 
6 oder mehreren Stunden, auftritt, ist leicht verstandlich, und 
auch solche Fille habe ich natiirlich beobachtet. In dem nun 
vorliegenden Falle war aber die Enzymlésung nicht besonders 
schwach, denn sie koagulierte Milch (1 : 10) in etwa 1 Minute, 
und die Leguminatlésung reagierte nicht alkalisch, sondern 
neutral auf Lackmus. Da sowohl die Enzym- wie die Legu- 
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minatlésung zu dem Versuche verbraucht war, konnte ich leider 
nicht Kontrollversuche mit anderen Lésungen ausfiihren, habe 
aber diesen Ausnahmefall nicht unerwahnt lassen k6nnen. 

Je kraftiger die Enzymlésung wirkt, um so friher tritt 
die Fallung in der gekochten Leguminatlésung auf; und da 
die neutralisierten Kalbsmageninfusionen oder die unreineren 
Losungen kraftiger als meine gereinigten, verhaltnismaBig stoff- 
armen Enzymlésungen wirkten, war die Moglichkeit nicht aus- 
geschlossen, dafi man mit besonders kraftig wirkenden Enzym- 
l6sungen auch in einer nicht gekochten Leguminatlésung eine 
Fiillung erzeugen k6nnte. Dies ist mir indessen nicht gelungen, 
und so entstand z. B. in einem Falle bei 38° C. in der gekochten 
Lésung die Fiillung schon nach knapp 5 Minuten, wahrend in 
der ungekochten nach 90 Minuten keine Fallung gebildet war, 
Diese letztere Probe, die schon nach 6—7 Minuten milchweif 
geworden war, enthielt nach 90 Minuten ein scheinbar nicht 
verandertes Legumin, denn nach Ausfallung mit Saure loste 
es sich vollstandig in verdiinnter Kochsalzlésung auf. 

Die Chymosinlésungen sind also viel weniger wirksam 
auf ungekochte als auf gekochte Leguminatlosungen. Unter 
dem Eindrucke der modernen Ansichten von Hemmungsstoffen 
der Enzymwirkungen kénnte man vielleicht geneigt sein, den 
Grund dieser ungleichen Wirkung in der Annahme von beson- 
deren, in der Hitze zerstérbaren Hemmungsstoffen in den Legu- 
minatldsungen zu suchen. Eine solche Annahme diirfte indessen 
jedenfalls nicht notwendig sein. Man kann sich namlich leicht 
davon iiberzeugen, da das a-Legumin infolge des Erhitzens 
seiner L6sung derart veriindert wird, dafi es seine Globulin- 
natur einbiiBt, und diese Veranderung des Substrates diirfte 
wohl die wahrscheinlichste Ursache des obengenannten Unter- 
schiedes sein. 

Um einige Belege fiir die oben behauptete Wirkung der 
Magenenzyme oder — wie ich aus spater anzufiihrenden 
Griinden sage — des Chymosins auf Alkalileguminat zu liefern, 
fiihre ich hier zuerst einige Versuche mit a-Legumin an, aber 
nur solche, die gleichzeitig die Wirkung auf gekochte und nicht 
gekochte Lésungen zeigen. In diesen Versuchen habe ich die 
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Menge der gebildeten Albumosen nach demselben Prinzipe wie 
in den Caseinatversuchen (vgl. Aufsatz IV) bestimmt. Die voll- 
stindige Entfernung aller koagulablen Eiweifsubstanz aus den 
Filtraten von der spontan auftretenden, bezw. durch Siure- 
zusatz erzeugten Fallung war in den Leguminatversuchen viel 
leichter ausftihrbar als in den Caseinatversuchen. 


Versuch 1. Die Leguminatlésung enthielt 2,56°/o Legumin und 
reagierte neutral, oder eher auferst schwach sauer. Die Enzymlésung 
war durch kraftige Dialyse einer Lésung von Hansens Labpulver gegen 
Wasser dargestellt worden. Sie enthielt 0,046°/o feste Stoffe und war 
durch Alkalieinwirkung (0,008 °/o NaOH) wihrend zwei Minuten bei Zimmer- 
temperatur fast pepsinfrei gemacht worden. Sie koagulierte Milch (1 : 10) 
bei 38° C. in etwa 30 Sekunden. Ein Teil der Enzymliésung wurde mit 
Chlorwasserstoffsiure zu 0,3°/o versetzt. Diese séurehaltige Lésung war 
unwirksam bei der Mettschen Probe wahrend mehrerer Tage und sie 
war (ebenfalls bei Kérpertemperatur) wiahrend 24 Stunden vollstindig 
ohne Wirkung auf fein verteiltes, koaguliertes, feuchtes Hihnereiweif. 
Sie léste namlich nicht mehr als die zur Kontrolle verwendete gleich 
starke Saure allein und sie war also als praktisch pepsinfrei anzusehen. 
Von der nicht angesduerten Enzymlésung wurde ein Teil zur Vernichtung 
der Enzymwirkung bis auf 94° C. erhitzt und als Kontrollésung ver- 
wendet. Diese Lésung wird mit K und der ibrige, nicht erhitzte Teil 
als E bezeichnet. 


a) Wirkung auf nicht gekochte Leguminatliésung. 


Probe 1 = 25 ccm Leguminatlésung und 25 ccm K. Probe 2 = 25ccm 
Leguminatlésung und 25 ccm E. Temp. 38,5—39° C. Nach 1 Stunde 
war 2 ziemlich stark opalisierend, nach 2 Stunden stark weiflich wie 
mit Wasser verdiinnte Magermilch; Probe 1 war nicht merkbar verindert. 
Nach 3 Stunden wurde der Versuch unterbrochen. Probe 1 war fort- 
wihrend nicht sichtbar verindert. Probe 2 war aber milchweif, un- 
gefihr von dem Aussehen einer etwas verdiinnten Calciumcaseinatlésung. 
In dickerer Schicht war sie undurchsichtig, in diinnerer dagegen durch- 
sichtig ohne Fallung. Ausfallung mit /10-HCl. Die Menge der festen 
Stoffe in je 40 ccm der von koaguablem, fallbarem Eiweif freien Filtrate 
war in 1 = 0,031 und in 2 = 0,072 g; d. h. auf 50 ccm Versuchsfliissig- 
keit berechnet resp. 0,039 und 0,090 g. Zieht man die Menge der festen 
Stoffe in 1 von denen in 2 ab, so erhdlt man 0,051 g geliste Eiweif- 
substanz; d. h. in Prozenten von dem Legumin (0,640 g) = 7,94 °/o. 


b) Wirkung auf dieselbe gekochte Leguminatlésung. 


Probe 1 = 25 ccm Leguminatlésung und 25 ccm K. Probe 2 
= 25 ccm Leguminatlésung und 25 ccm E. Temp. 39° C. Nach 2 Stunden 
war 2 fast milchweifi, in dickerer Schicht undurchsichtig. Nach 2 Stunden 
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45 Minuten reichliche, flockige Fallung in 2; keine sichere Veranderung 
in 1. Zusatz von Saéure und Behandlung wie in a. Menge der festen 
Stoffe in 40 ccm: in 1 = 0,037 und in 2 = 0,121 g; d.h. auf 50 ccm 
Versuchsfliissigkeit resp. 0,046 und 0,151 g. Probe 2 enthielt also 0,105 g 
gelistes Eiweif§ oder in Prozenten von dem Legumin 16,56°/o. Dieses 
getrocknete und gewogene Eiweif léste sich vollstindig und klar in Wasser 
und gab die Reaktionen der primaren Albumosen. 


Das Versuchsergebnis war also folgendes. Eine neutral 
reagierende Enzymlésung, die Milch in 30 Sekunden bei Korper- 
temperatur koagulierte, wéhrend sie, bei Gegenwart von 
0,3°/o HCl, im Laufe von 24 Stunden frisch koaguliertes, 
feuchtes Ovalbumin nicht im geringsten verdaute, wirkte sowohl 
auf die ungekochte wie auf die gekochte Leguminatlésung. Im 
ersteren Falle wurden wiahrend 3 Stunden 7,94°/o und im 
letzteren wihrend 2 Stunden 45 Minuten 16,56°/o Albumose 
gebildet. Im ersteren Falle wurde die Versuchsfliissigkeit nur 
milchweiB ohne Fallung; im letzteren trat eine reichliche flockige 


Fallung auf. 

Versuch 2. Die Leguminatlésung enthielt genau 2°/o Legumin. 
Die Enzymlésung war nach demselben Prinzip wie in dem vorigen Ver- 
suche dargestellt worden, mit dem Unterschiede jedoch, daf eine Alkali- 
sierung zur Vernichtung der Pepsinwirkung nicht stattgefunden hatte. 
Ihr Gehalt an festen Stoffen war 0,031°/o. Ein Teil, behufs der Kontrolle 
auf 94°C. erhitzt, wird als K, und der nicht erhitzte, wirksame Teil als 


E bezeichnet. 


a) Wirkung auf nicht gekochte Leguminatlésung. 


Probe 1 = 25 ccm Leguminatlésung -+- 25 ccm K. Probe 2 = 25 ccm 
Leguminatlésung + 25 ccm E. Temp. 39° C. Nach 3 Stunden wurde 
der Versuch unterbrochen. Probe 1 war nun etwas opalisierend; Probe 2 
war milchweif, ohne Fallung. Menge der festen Stoffe in 40 ccm, von 
fillbarem, koagulablem Eiweifi freiem Filtrat war in 1 = 0,023 und in 
2 = 0,065 g. Auf 50 ccm Versuchsflissigkeit berechnet also resp. 0,029 
und 0,081 g. Der Mehrgehalt an geléstem Eiweifi in 2 war also 0,052 g 
oder in Prozenten von dem Legumin (0,500 g) = 10,4 °%o. 


b) Wirkung auf dieselbe gekochte Leguminatlésung. 


Probe 1 = 20 ccm Leguminatlésung ++ 20 ccm K. Probe 2 = 20ccm 
Leguminatlésung +- 20 ccm E. Temp. 39°. Nach 3 Stunden wurde der 
Versuch unterbrochen. Probe 1 war nur etwas blaulich weif opalisierend. 
Probe 2, die nach 2 Stunden fast milchweif’ war und nach 2 Stunden 
45 Minuten eine deutliche Fallung zeigte, enthielt nach 3 Stunden eine 
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reichliche grobflockige Fallung, die sich gut abgesetzt hatte. Menge der 
festen Stoffe in 30 ccm, von fallbarem, koagulablem Eiweif freiem Filtrat 
war: in 1 = 0,039 und in 2 = 0,123 g. Auf 40 ccm berechnet also resp. 
0,052 und 0,164 g. Der Mehrgehalt an geléstem Eiweifi war also in 2 
= 0,112 g oder in Prozenten von dem Legumin (0,400 g) = 28 °%o. 


Das Versuchsergebnis war also dem im vorigen Versuche 
erhaltenen ganz analog. Der etwas gréfere Gehalt an festen 
Stoffen in dem Filtrate der Kontrollprobe mit gekochter Legu- 
minatl6sung deutet darauf hin, dafBK diese Lésung hier durch 
Erwaérmen etwas stirker verindert worden war. 


Versuch 3. Dieselbe Enzymlésung wie in dem vorigen Versuche, 
aber eine andere Alkalileguminatlésung, die 2,5 °/o Legumin enthielt und fast 
ganz neutral, nur duflerst schwach sauer reagierte. Diese Lésung, welche 
einige Tage in der K4lte unter Toluol aufbewahrt worden war, zeigte in un- 
gekochtem Zustande eine ziemlich starke weifiliche Opalescenz. Der auf 94°C. 
erwarmte Teil der Lésung klarte sich indessen wahrend des Erwirmens 
und war nach dem Erkalten klar. Die erhitzte unwirksame und die nicht 
erhitzte wirksame Enzymlisung wie gewohnlich mit K, resp. E bezeichnet. 

Die Versuchsanordnung war insofern eine andere in diesem Ver- 
suche als in den anderen, als in ihm drei verschiedene Proben in folgender 
Weise angeordnet wurden. Probe 1 = 30 ccm ungekochte Leguminat- 
lésung -+- 30 ccm K. Probe 2 = 30 ccm ungekochte Leguminatlisung +- 
30 ccm E und Probe 3 = 30ccm gekochte Leguminatlisung -+ 30ccm E. 
Temp. gegen 39° C, Nach 3 Stunden 15 Minuten trat in Probe 3 reichliche 
Fallung auf und der Versuch wurde unterbrochen. Die Proben 1 und 2, die 
schon von Anfang an opalisierend waren (vgl. oben), hatten sich nicht merk- 
bar verandert. Die von koagulablem Eiweif vollstandig freien Filtrate ent- 
hielten in 50 ccm resp. 0,043, 0,083 und 0,190 g oder auf 60 ccm Versuchs- 
fliissigkeit berechnet bezw. 0,052, 0100 und 0,226 g. Der Uberschuf an ge- 
léstem Eiweifi nach Abzug von 1 war also in 2 = 0,048 und in 3 = 0,174¢. 
In der Probe 3 mit gekochter Leguminatlésung waren also 0,126 g mehr 
Albumosen als in der entsprechenden Probe 2 mit ungekochter Lésung ge- 
bildet worden. In Prozenten von dem Legumin (0,750 g) betrigt der Uber- 
schuf 16,8 %/o. 

Der Kontrolle halber war auch eine 4. kleinere Probe wie Nr. 2 
mit ungekochter Leguminat- und wirksamer Enzymlésung angeordnet 
worden. Diese Probe blieb 24 Stunden bei Korpertemperatur stehen, 
es trat aber keine Fallung auf. 


Dieser Versuch zeigt wiederum den grofien Unterschied 
in dem Verhalten einer gekochten und einer nicht gekochten 
Leguminatlésung. In der gekochten trat nach 3 Stunden 15 Mi- 
nuten die Fallung auf, wahrend in der ungekochten mit der- 
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selben Enzymlésung nach 24 Stunden noch keine Fallung sich 
gebildet hatte. Nach 3 Stunden 15 Minuten waren in der ge- 
kochten Lésung 0,126 g Albumosen mehr als in der ungekochten 


gebildet worden. 

Versuch 4. Zu diesem Versuche diente eine neutral oder viel- 
leicht eine Spur alkalisch reagierende Alkalileguminatlésung von genau 
2° o und eine nach der Neutralisationsmethode') (vgl. Aufsatz IV, S. 14) 
dargestellte Enzymlésung, die mehr als 1 Jahr unter Toluol aufbewahrt 
worden war. Diese Lésung, welche 0,024°/o feste Stoffe enthielt, war 
trotz der langdauernden Aufbewahrung noch wasserklar. Sie wirkte 
labend auf Milch in 80 Sekunden, war aber fast ganz ohne Pepsinwirkung. 
Der auf 94° C. erhitzte Teil wird mit K, der wirksame Teil mit E be- 
zeichnet. 

Wie in dem nachst vorhergehenden Versuche wurden auch in diesem 
3 Proben angeordnet, nimlich: Probe 1 = 30 ccm ungekochte Leguminat- 
lésung -+- 30 ccm K, Probe 2 = 30 ccm ungekochte Leguminatlésung 
-++- 30 ccm E und Probe 3 = 30 ccm gekochte Leguminatlésung und 30 ccm E. 
Temp. gegen 39° C. Nach 4 Stunden wurde der Versuch unterbrochen, 
trotzdem in keiner Probe eine Fallung aufgetreten war. Die Mengen der 
festen Stoffe in 50 ccm der Filtrate waren resp. 0,033, 0,071 und 0,180 g 
oder auf 60 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet, resp. 0,040, 0,085 und 0,216 g. 
In der Probe 3 mit gekochter Leguminatlésung sind also 0,131 g mehr 
Albumose als in 2 mit ungekochter Lésung gebildet worden. In Prozenten 
von dem Legumin (0,600 g) ist dies also ein Uberschuf von 21,8 %o. 

Da in diesem Versuche im Laufe von 4 Stunden keine Fallung auf- 
getreten war, wurden zwei andere, kleinere Proben 2 und 3 angeordnet, 
die iiber Nacht im Brutofen bei 35—36° stehen blieben. Am folgenden 
Morgen enthielt Probe 2 noch keine Fallung, wahrend Probe 3 eine halb- 
feste Masse unter einer wasserklaren Fliissigkeit enthielt. Die Menge 
dieser Fallung betrug gegen 64°/o von dem Legumin. Das Auftreten einer 
Fallung war in diesem Falle also nur verzégert worden. 


Dieser Versuch zeigt also, daB, selbst wenn das Auftreten 
einer Fiallung in der gekochten Lésung verzégert wird, sodaB 
die Albumosenbestimmung vor dem Entstehen der Fallung unter- 
nommen wird, die kriftigere Albumosenbildung in der gekochten 
Lésung trotzdem sehr deutlich ist. So waren in diesem Falle 
nach 4 Stunden in der gekochten Lisung 0,131 g mehr Albu- 
mose als in der ungekochten gebildet worden. Daf in diesem 
Falle die Fallung erst nach mehr als 4 Stunden auftrat, hatte 
wohl seinen Grund teils in der etwas schwachen Wirkung der 


') Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 298 (1915). 
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alten Enzymlésung und teils darin, daf die Alkalileguminat- 
losung eher 4uferst schwach alkalisch als genau neutral reagierte. 
Bemerkenswert ist, daf die mehr als ein Jahr (unter Toluol) 
aufbewahrte Enzymlisung fortwahrend wasserhell war und Milch 
in 80 Sekunden koagulierte. 

Die bisher mitgeteilten Versuche beziehen sich nur auf 
das a-Legumin. Entsprechende Versuche mit b-Legumin sind, 
infolge der Schwierigkeit, neutral reagierende und im tibrigen 
zu den Versuchen geeignete Losungen darzustellen, viel schwerer 
auszufiihren. Versucht man das b-Legumin mit Hilfe von Alkali 
in Wasser zu lésen, so erhalt man eine dickfliissige, schlei- 
mige Masse, die, bevor noch das b-Legumin gelést ist, ziemlich 
stark alkalisch reagiert. LaSt man diese schleimige, mit etwas 
Wasser verdiinnte Masse bei Zimmertemperatur stehen, so 
wird sie diinnfliissiger und zuletzt filtrierbar, ist aber mif- 
farbig opalisierend und reagiert alkalisch. Viel rascher erhalt 
man eine derartige Losung, wenn man die dickfliissige, schlei- 
mige Masse allmihlich auf héhere Temperatur erhitzt. Nach 
dem Erkalten kann man sie nun durch sehr vorsichtigen Zusatz 
von ®/100-HCl neutralisieren und in dieser Weise bin ich auch 
in meinen Versuchen verfahren. Ich habe deshalb auch nur 
mit gekochter b-Leguminatlésung gearbeitet und tiberhaupt nur 
die zwei folgenden, quantitativen Versuche ausgefihrt. 

Versuch 5. Das b-Legumin war aus der Lésung der Saurever- 
bindung in Wasser durch Zusatz von Ammoniak ausgefallt und nach 
weiterer Reinigung (s. den Aufsatz tiber Legumin), wie oben erwdhnt, 
mit Alkali unter Erwarmen gelést worden. Nach dem Erkalten wurden 
75 ccm der Lésung vorsichtig und unter stetem Umriihren mit 25 ccm 
n/100-HCl verdiinnt, wobei jedoch zuletzt eine unbedeutende Fallung auf- 
trat, die abfiltriert wurde. Die opalisierende, etwas gelblich mififarbige 
Lésung enthielt rund 2°/o b-Legumin (1,96°/o) und reagierte nun gar nicht 
alkalisch, sondern neutra) (auf Lackmus). Die nach der Neutralisations- 


methode dargestellte Lésung von Kalbsmagenenzymen enthielt 0,027 °/o feste 
Stoffe. Ein Teil wurde durch Erhitzen unwirksam gemacht und als K, 
der wirksame Teil dagegen als E bezeichnet. 

Probe 1 = 20 ccm Leguminatlésung -+- 20 ccm K. Probe 2 = 20ccm 
Leguminatlésung -++-20 ccm E. Temp. 39°C. Nach 2Stunden trat in Probe 2 
eine grobflockige, reichliche Fallung auf, wahrend die Probe 1 nicht starker 
opalisierend als anfangs war. Die Mengen der nichtkoagulablen festen Stoffe 
in 30 ccm Filtrat waren in 1 = 0,023 und in 2 = 0,058 bezw. in 40 ccm 
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Versuchsfliissigkeit 0,030 und 0,077 g. Der Uberschufi an geléstem Eiweil 
in 2 war also 0,047 g oder in Prozenten von dem Legumin (0,392 g) 


rund 12%. 
Versuch 6. Die Lésung von b-Leguminat war nach demselben 


Prinzip wie in dem vorigen Versuche dargestellt worden und enthielt 
3°/o Legumin. Die nach der Neutralisationsmethode dargestellte Enzym- 
lésung enthielt 0,024 °/o feste Stoffe und war neutral. Der durch Erhitzen 
unwirksame Teil wird mit K, der wirksame mit E bezeichnet. Probe 1 
== 25 ccm Leguminatliésung + 25 ccm K; Probe 2 = 25 ccm Leguminat- 
lésung -+ 25 ccm E. Temp. 39° C. Nach 4 Stunden war Probe 2 weil, 
in dickerer Schicht undurchsichtig; Probe 1 war nicht merkbar veriindert. 
Erst nach etwas mehr als 6 Stunden trat in Probe 2 Fillung auf; keine 
wesentliche Verinderung in 1. Der Versuch wurde unterbrochen. Menge 
der nicht koagulablen festen Stoffe in je 40 ccm Filtrat: in 1 = 0,043 
und in 2 = 0,133 g oder auf 50 ccm Versuchsfliissigkeit berechnet = resp. 
0,056 und 0,166. Der Uberschuf in 2 ist also = 0,110 g oder in Pro- 
zent von dem Legumin (0,750 g) = 14,7°/o. Das nicht koagulable Eiweih 
gab die Reaktionen der primaren Albumosen. 

Diese zwei Versuche gaben also tibereinstimmende Resul- 
tate und zeigen, dafi auch die gekochten Lésungen von b-Legu- 
minat durch neutrale Enzymlésungen unter Abspaltung von 
einer mehr schwerléslichen Substanz, die ausfallt, und unter 
Bildung von nicht koagulablem Eiweif, welches wie Albumose 
sich verhiilt, zerlegt werden. Wie die nicht erwarmten b-Legu- 
minatlésungen sich verhalten, konnte infolge der oben erwihnten 
Schwierigkeiten nicht gepriift werden. Die Hauptsache ist aber, 
daB auch dieses Legumin von den neutralen Enzymlésungen 
zerlegt werden kann. Diese Versuche mit b-Leguminat sind 
iibrigens von untergeordneter Bedeutung gegeniiber den viel 
zahlreicheren Versuchen mit a-Leguminat. 

Die mitgeteilten Versuche haben wohl, soweit ich ersehen 
kann, in unzweideutiger Weise gezeigt, daf sowohl das kiuf- 
liche gereinigte Labenzym wie die gereinigten Lésungen von 
Kalbsmagenenzym auf das a-Legumin bei Abwesenheit von 
Saure hydrolysierend wirken, und zwar kraftiger auf gekochte 
als auf nicht gekochte Leguminatlésungen. Ich habe in mehreren 
Fallen diese Wirkung der Kiirze halber eine Chymosinwirkung 
genannt, und dies aus mehreren Griinden. So habe ich z. B. 
wiederholt in qualitativen Versuchen gesehen, da, je kraftiger 


eine Enzymlésung wirkt auf Milch, um so kréaftiger wirkt sie 
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auch auf eine gekochte Alkalileguminatlésung. Dies ist nun 
eigentlich eine selbstverstandliche, nichts beweisende Sache, 
wenn man laut der unitarischen Ansicht nur eine Enzymwirkung 
annimmt und folglich die Milchgerinnung nicht als eine besondere 
Chymosin-, sondern nur als eine Pepsinwirkung auffaBt. Zu 
bemerken ist indessen, daB diese parallel gehende Wirkung 
auf Milch und Leguminatlésung auch in den Fallen zum Vor- 
schein kommt, in welchen man Lésungen mit aufgehobener 
Parallelitét der beiden Enzymwirkungen mit einander vergleicht. 
Eine Lésung, welche besser labend auf Milch, aber viel schwacher 
verdauend auf Eiweifi wirkt, zeigt auch eine kraftigere Wirkung 
auf Leguminat als eine andere Lésung, welche umgekehrt viel 
kraftiger eiweifverdauend, aber schwacher labend wirkt. 

Als einen wichtigen Grund fiir die Auffassung der Enzym- 
wirkung auf Alkalileguminat als eine Chymosinwirkung betrachte 
ich den Umstand, da auch solche neutrale Enzymlésungen, 
deren Pepsinwirkung man durch Alkalieinwirkung so stark 
herabgesetzt hat, dafi sie in einem sauren Medium ganz oder 
fast ganz peptisch unwirksam sind, wiahrend sie Milch kraftig 
koagulieren, die obige Wirkung auf gekochte Leguminatlésung 
zeigen. Ich habe dies sowohl in qualitativen wie in quanti- 
tativen Versuchen wiederholt gesehen, und ich will in dieser 
Hinsicht nur auf den oben mitgeteilten Versuch I hinweisen. In 
diesem Falle war die Pepsinwirkung durch kurzdauernde 
schwache Alkalieinwirkung allerdings nicht ganz vollstindig 
vernichtet (die Lésung war namlich nicht ganz unwirksam auf 
rohes Fibrin), aber jedenfalls so stark herabgesetzt, daB die 
saure Lésung nicht nur bei der Mettschen Probe vollstandig 
unwirksam war, sondern auch bei der empfindlicheren Probe 
mit feinverteiltem koaguliertem Hiihnereiweii in 24 Stunden 
nicht mehr als die entsprechende Kontrollsaiure (0,3°/o HCl) 
gelést hatte. Diese alkalisierte, neutrale Enzymlésung koagu- 
lierte Milch in 30 Sekunden und hatte nach 2 Stunden 45 Mi- 
nuten die Leguminatlésung unter Abscheidung einer reichlichen 
Fallung und Bildung von rund 16,6°/o Albumosen hydrolysiert. 

Nun weifs ich sehr wohl, da& die Unitarier auch solchen 
Versuchen keine Beweiskraft zuerkennen, indem sie das Aus- 
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bleiben der Verdauung in saurer Lésung nicht durch Mangel 
an Pepsin, sondern durch die Annahme von besonderen Hem- 
mungsstoffen erklaren wollen. Wenn die fehlende Parallelitat 
der beiden Enzymwirkungen darin besteht, daB die Eiweif- 
verdauung kraftig, die Labwirkung dagegen schwach ist, so 
erklart man namlich dies durch die Annahme von Hemmungs- 
stoffen, die nur bei neutraler Reaktion wirken, wahrend man, 
wenn die Labwirkung stark und die Pepsinwirkung schwach 
ist, umgekehrt Hemmungsstoffe, die nur in einem sauren Medium 
wirksam sind, annimmt. Ich bezweifle deshalb nicht, daf man 
die letztere Argumentation gegen meine Versuche anwenden 
werde, und ich komme deshalb in dem Abschnitte iiber die 
Enzymwirkung auf Acidleguminat zu diesen Einwendungen 
zurick. 

Als einen weiteren Grund fiir die Auffassung von der 
Enzymwirkung auf Alkalileguminat als eine Chymosinwirkung 
will ich — ohne im iibrigen der folgenden Darstellung vorzu- 
greifen — schon hier mitteilen, daB die Wirkung des Pepsins 
auf Acidleguminat mit abnehmendem Sauregrade abnimmt, so- 
dafi das Pepsin bei niedrigen Saéuregraden auf das Legumin 
unwirksam ist. Ich kann nicht annehmen, daB ein Enzym, 
dessen Wirkung mit abnehmendem Sauregrade abnimmt und 
bei den niedrigsten Sauregraden aufhort, bei neutraler Reaktion 
wieder besonders wirksam sein wiirde, und ich kann deshalb 
nicht glauben, daB die Wirkung der neutralen Enzymldsungen 
auf Alkalileguminat eine Pepsinwirkung ist. 

Wenn man aber eine Pepsinwirkung ausschliefen kann, 
so bleibt nur die Wahl iibrig zwischen einer von Chymosin 
oder von einem anderen, unbekannten Enzyme herriihrenden 
Wirkung. Das Vorkommen von einem anderen Enzym, einem 
Pseudopepsin — wenn ein solches tiberhaupt existiert — oder 
einem anderen, bisher unbekannten Gewebsenzym ist natiirlich 
nicht ausgeschlossen, wenn auch ein solches Enzym als Ursache 
der oben geschilderten Wirkung auf Alkalileguminat wenig 
wahrscheinlich ist. Der sicherste Weg zur Vermeidung einer 
Verunreinigung mit solchen Enzymen, namlich die Verarbeitung 
von reinem Magensaft, stand mir nicht offen, da ich keinen 
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natiirlichen Kalbsmagensaft habe erhalten kénnen. Ich war 
also nur auf Enzyme aus Kalbsmageninfusionen hingewiesen. 

Eine Verunreinigung mit Gewebsenzymen hat man natiir- 
lich am meisten zu befiirchten, wenn man zur Gewinnung von 
enzymreichen Losungen die Schleimhaut einer Selbstverdauung 
in Brutwarme unterwirft. Aus dem Grunde habe ich immer 
eine solche vermieden und nur die leise abgeschabte Driisen- 
schicht in der Kialte mit séurehaltigem Wasser behandelt. 
Ferner habe ich nicht mit Infusionen direkt, sondern nur mit 
aus solchen erhaltenen Enzymlésungen gearbeitet. Meistens 
habe ich die Neutralisationsmethode!) verwendet, bei welcher 
die bei der Neutralisation erhaltene Fallung als Ausgangs- 
material dient. Schon bei dieser ersten Fallung wird die 
Hauptmasse der gelésten Bestandteile der Infusionen entfernt, 
und die zuletzt erhaltenen Enzymlésungen sind regelmafig arm 
an festen Stoffen. In anderen Fallen habe ich tiberhaupt keine 
Infusion mit séurehaltigem Wasser gemacht, indem ich nur das 
trockene Kochsalz-Schleimhautgemenge?) mit Wasser extrahierte. 
Ob ich die eine oder andere dieser Methoden verwendete, war 
gleichgiltig. Das Resultat war immer, ebenso wie bei der 
Anwendung von gereinigtem kéauflichem Labpulver, dasselbe. 

Eine weitere Vorsichtsmafregel bestand darin, daf ich 
die Versuche nur kurze Zeit andauern lief, damit die etwa 
beigemengten fremden Enzyme weniger leicht und ausgiebig 
ihre Wirkungen entfalten kénnten. 

Wenn man nun, trotz diesen Vorsichtsmafregeln, an- 
nehmen will, da{ die obige Wirkung auf Alkalileguminat weder 
von dem Pepsin noch von dem Chymosin, sondern von einem 
dritten Enzym herrihrt, so ist es doch auffallend, daf die 
Menge dieses Enzyms mit der Menge des Chymosins gleichen 
Schritt halt. Je kraftiger eine Enzymlésung labend wirkt, um 
so kraftiger wirkt sie auch auf Alkalileguminat, was unzweifel- 
haft zugunsten der Identitat von Chymosin und dem auf Legu- 
minat wirkenden Enzym spricht. 

So lange man nicht das Gegenteil bewiesen hat, darf ich 


1) Vgl. Aufsatz IV. S. 37 und Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 300 ff. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 104 (1915). 
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wohl auch berechtigt sein zu behaupten, daB die Wirkung der 
Enzymlésungen auf Alkalileguminat nicht durch ein neues, 
bisher unbekanntes Enzym, sondern durch eines der bisher 
bekannten Magenenzyme bedingt ist. Da ich nun ferner eine 
Pepsinwirkung habe ausschlieBen kénnen, muB8 ich die Wirkung 
als von dem Chymosin herriihrend bezeichnen. Wenn diese 
meine Auffassung richtig ist, so ist das Casein nicht der ein- 
zige Eiweifstoff, auf welchen das Chymosin wirkt, und dieses 
Enzym kann also nicht als eine «Casease» angesehen werden. 


Wirkung der beiden Enzyme auf Acidleguminat. 


Das Chymosin wirkt auf Casein in saurer L6sung wesent- 
lich kraftiger als auf Alkalicaseinat, und da es, wie oben 
gezeigt, auch auf Alkalileguminat wirkt, war zu erwarten, 
daB es das Legumin ebenso wie das Casein kraftiger in einem 
sauren als in einem neutralen Medium hydrolysieren wiirde. 
Da nun aber das Pepsin das Legumin in saurer Losung kraftig 
verdaut, erwiichst natiirlich hieraus eine gewisse Schwierigkeit, 
wenn man die beiden Enzymwirkungen auf Legumin bei saurer 
Reaktion gesondert studieren will. Nun wirkt aber das Pepsin 
besser bei hdheren als bei niedrigen Saéuregraden, und seine 
Wirkung nimmt mit abnehmender Saéuremenge ab, soda es 
nach der allgemeinen Ansicht bei neutraler Reaktion unwirksam 
ist. Das Chymosin ist dagegen unzweifelhaft bei neutraler 
Reaktion wirksam und es wirkt, nach meinen Erfahrungen an 
Casein zu urteilen, schon bei Gegenwart von nur sehr wenig 
Siure entschieden kriftiger als bei neutraler Reaktion, Wenn 
man also eine kraftigere Chymosinwirkung auf Legumin in 
saurer als in neutraler Loésung zu erwarten hatte, war es nicht 
ausgeschlossen, da bei so niedrigen Saéuregraden, daB das 
Pepsin fast unwirksam war, eine recht kraftige Chymosinwir- 
kung noch zur Geltung kommen wiirde. Wenn man tiberhaupt 
versuchen wollte, eine besondere Chymosinwirkung bei saurer 
Reaktion nachzuweisen, schien es folglich geboten zu sein, bei 
schwach saurer Reaktion zu arbeiten. 

Es war ferner nicht ausgeschlossen, daB diejenige «Pepsin- 
verdauung», die man bei «Salzsduredefizit» — also bei Ab- 
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wesenheit von freier Salzsiure und bei einem Gehalte an 
Siure, der unterhalb des «<Sittigungspunktes» liegt — beo- 
bachtet hat, nicht von dem Pepsin, jedenfalls nicht von dem 
Pepsin allein, sondern auch von dem Chymosin herriihrt, eine 
Moglichkeit, deren Priifung mit Riicksicht auf die unter Um- 
stinden bei Abwesenheit von freier Salzsiure verlaufende 
Magenverdauung von grofiem Interesse sein mubte. Auf Grund 
dieser Erwagungen bestimmte ich mich dafiir, saure Leguminat- 
lésungen, die keine mit Kongopapier nachweisbare freie Siure 
enthielten, teils mit peptisch unwirksamen oder nur duferst 
schwach eiweifverdauend wirkenden Chymosinlésungen und teils 
mit Enzymlésungen mit stark aufgehobener Parallelitat zu priifen. 

Zu dem Ende habe ich durch Auflésung von teils a- und 
teils b-Legumin in Wasser unter Zusatz von "/10-HCl Legumin- 
lésungen bereitet, die zwar auf Lackmuspapier stark sauer 
reagierten, auf Kongopapier dagegen keine oder eine nur 
aiuBerst schwache, kaum sichtbare Wirkung zeigten. Solche 
Lésungen kénnen nun allerdings ein wenig freie Salzséure ent- 
halten, denn die Empfindlichkeit des Kongopapieres ist keine 
unbegrenzte, und das von mir benutzte Kongopapier reagierte 
nicht gut fiir eine schwichere Chlorwasserstoffsiure als eine 
n/soo. Fiir meine Versuchsresultate war dies indessen ganz 
ohne Belang, denn das Wesentliche ist, dafi meine Lésungen 
keine mit Kongopapier nachweisbare freie Séure enthielten. 
Diese sauren Leguminatldsungen habe ich der Kiirze halber 
als Acidleguminate bezeichnet. 

Da meine Untersuchungen mit solchen sauren Lésungen 
nur den Zweck hatten, eine etwaige Wirkung des Chymosins 
auf Acidleguminat wie auch eine etwa bestehende Differenz 
in dem Verhalten des Pepsins und Chymosins tiberhaupt zu 
konstatieren, habe ich nicht die Wasserstoffionenkonzentration 
in den verschiedenen Versuchen bestimmt. Solche Unter- 
suchungen werden nimlich erst dann von bestehendem oder 
wesentlichem Wert, wenn man, einerseits, dariiber einig ist, 
ob man hier nur mit einem oder mit zwei verschiedenen En- 
zymen zu tun hat, und wenn man, auf der anderen Seite, 
bessere Garantien fiir die Reinheit der Enzymlisungen hat. 
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Die Lésungen der beiden Acidleguminate haben etwas 
abweichende Eigenschaften. 

Mit einer geniigenden Menge ®/10-HCl lést sich das a-Le- 
gumin leicht in Wasser zu einer fast klaren Lésung, die auf 
Kongo deutlich und ziemlich stark sauer reagiert. Mit so 
kleinen Saiuremengen, dafi die Reaktion auf Kongo negativ 
ausfiel, habe ich dagegen regelmafig unklare, weifliche, mehr 
oder weniger milchahnliche Losungen erhalten, die mit unver- 
aindertem Aussehen durch das Filtrum gehen. In einem Falle, 
da ich zu wenig Saure zugesetzt hatte, war die Fliissigkeit 
milchweif und unfiltrierbar, indem sie ein wasserhelles, fast 
eiweiffreies Filtrat lieferte. Die Fliissigkeit verhielt sich also 
in diesem Falle wie die in dem vorigen Aufsatze beschriebenen 
Emulsionen von Séure-Leguminverbindungen. Mit dieser ein- 
zigen Ausnahme wurden zu den Versuchen nur filtrierbare 
Losungen von Acidleguminat verwendet. 

Anders als das a-Legumin verhalt sich, wie in dem vorigen 
Aufsatze erwiihnt wurde, das b-Legumin. Versucht man das- 
selbe in Wasser unter Zusatz von ®/10-HCl zu lésen, so quillt 
es stark auf und man erhalt eine kleisterahnliche oder schlei- 
mige Masse, die selbst bei starker Verdiinnung nicht filtrierbar 
ist. Beim Erwarmen auf Korpertemperatur klart sie sich in- 
dessen auf, wird mehr diinnfliissig und filtrierbar, besonders 
wenn sie auf hdhere Temperatur erwarmt wird. In dieser 
Weise habe ich ziemlich konzentrierte (8—4 prozentige) L6- 
sungen von Acid-b-Leguminat erhalten kénnen. Die Losungen 
sind jedoch nie klar, sondern immer etwas opalisierend und 
gelblich miffarbig; sie eignen sich aber ebensogut wie die 
Lésungen von a-Legumin zu den Versuchen. 

Die Menge der von dem a-Legumin gebundenen HCl 
bestimmte ich in einigen Fallen in der Weise, daf das Legumin 
in Wasser zu einer homogenen Emulsion suspendiert wurde, 
deren Gehalt an Legumin ich bestimmte, mit einer abgemessenen 
Menge "/10-HCl léste und mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen brachte. In anderen Fallen bestimmte ich die zur 
genauen Neutralisation der Chlorwasserstoffsdure und Ausfallung 
des Legumins aus einem bekannten Volumen der, Lésung 
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erforderliche Menge "/10o-NaOH. Fiir die Lésungen von Acid- 
b-Leguminat konnte nur das letztgenannte Verfahren zur An- 
wendung kommen. Der Gehalt der verschiedenen Lésungen 
an Chlorwasserstoffsiure war in den verschiedenen Versuchen 
ein etwas wechselnder, wie aus den Versuchen ersichtlich wird. 

Die Enzymlésungen waren in verschiedener Weise dar- 
gestellt worden, wie aus den mitzuteilenden Versuchen naher 
hervorgeht. 

Das milchkoagulierende Enzym von erwachsenen Tieren 
scheint bekanntlich nicht mit dem typischen Kalbschymosin 
identisch zu sein, und wahrscheinlich infolge hiervon verhalt 
sich das kaufliche Pepsin, welches wohl meistens von Schweinen 
oder anderen erwachsenen Tieren stammt, etwas anders zu 
Milch als das Kalbschymosin, bezw. die kauflichen (wenigstens 
die von mir untersuchten) Labpraparate. Das Pepsin koaguliert 
bekanntlich gew6hnliche Milch sehr gut auch bei 37—40° C., 
wenn nur die Pepsinwirkung nicht zu verdiinnt ist. In dem 
letzteren Falle kann sie naémlich bei Bruttemperatur unwirksam 
sein, wéhrend sie bei etwas niedrigerer Temperatur, z. B. 
30° C., noch wirkt, ein Verhalten, welches Van Dam’) zuerst 
beobachtet hat und durch die Annahme einer schadlichen Wir- 
kung der Hydroxylionen der Milch erklairt. Die labende 
Wirkung von Kalbsmagenenzym, welches nicht diese Empfind- 
lichkeit gegen gewOhnliche Kuhmilch zeigt, kann deshalb bei 
Anwendung von solcher Milch nicht mit der Wirkung einer 
verdiinnten Pepsinlésung verglichen werden. Hebt man dagegen 
diese Wirkung der Hydroxylionen durch Zusatz von Séure zu 
der Milch auf, so kann die friiher bei Kérpertemperatur un- 
wirksame Pepsinlésung nunmehr auch bei dieser Temperatur 
wirken, und zwar rascher als bei niedrigerer Temperatur. Um 
einen Vergleich zwischen der labenden Wirkung der Pepsin- 
lésungen und der Lésungen von Kalbsmagenenzymen zu er- 
moglichen, habe ich deshalb Milch verwendet, die mit ®/10-HCl 
(gewOhnlich 7 ccm auf je 100 ccm Milch) versetzt worden war. 
AuBerdem habe ich auch den Vergleich bei verschiedenen 
Temperaturen gemacht. Selbst unter diesen Verhiltnissen wird 


') Diese Zeitschr., Bd. 64 (1910) und Bd. 79 (1912). 
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aber aus Griinden, auf die ich hier nicht des naheren eingehen 
kann, der Vergleich etwas unsicher. Man erhalt also keine ganz ge- 
naue, sondern nur eine ungefahre Vorstellung von der relativen 
labenden Kraft der beiden Lésungen; aber immer kann man 
sehen, ob die eine Lésung wesentlich kraftiger als die andere 
labend wird. Belege hierfiir werden die folgenden Versuche liefern. 

Die Albumosenbestimmung geschah nach denselben Prin- 
zipien wie in den Versuchen mit Alkalileguminat. 

Nach diesen vorausgeschickten Bemerkungen diirfte ich 
direkt einige Versuche als Beispiele anfiihren kénnen. 


Versuch 7. Die Leguminatlésung war mit 2,36 ccm 1/10-HC) 
== 86 mg HCl auf je 1g a-Legumin dargestellt worden und enthielt 
3,38 °/o Legumin. Diese Lésung wurde nicht auf héhere Temperatur erhitzt. 

Als Pepsinlésung diente ein Pepsin von Merck, welches erst, in 
Salzséiure von 0,2°/o HCl gelést, mehrere Tage gegen Wasser mit 0,2°/o HC] 
dialysiert worden war. Es wurde dann durch Sattigung mit Ammonium- 
sulfat gefallt, ausgepreft, wieder in Sdure (0,2°/o HCl) gelést und mehrere 
Tage gegen angesduertes Wasser zur Entfernung von allem Sulfat dialysiert. 
Darauf wurde der gréfite Teil der Saure mit /10-NaOH neutralisiert und 
dann mit Wasser verdiinnt. Die Lésung enthielt nun 0,0053°/o HCl, 0,0250°/o 
organische Substanz und 0,0234°/o NaCl. 

Die Lablisung war eine aus Kalbsmageninfusion nach der Neu- 
tralisationsmethode dargestellte Enzymlésung, die zur Herabsetzung der 
Pepsinwirkung 2'/e Minuten bei Zimmertemperatur (mit 0,008 °/o NaOH) 
alkalisiert worden war. Sie enthielt (nach der Neutralisation mit "/10-HCl) 
0,031 °/o organische Substanz und 0,011°/o NaCl. Ein Teil sowohl der 
Pepsin- wie der Lablésung wurde bis auf 92° C. erhitzt und als Pw, bezw. 
Lw bezeichnet. Es wurden ferner gleiche Volumina Lw -+ P = P, und 
Pw + L = L, gemischt und teils zu der Pepsinprobe und teils zu der 
Milchprobe verwendet. Von Pw und Lw wurden auch gleiche Volumina 
gemischt, teils zur Kontrollfliissigkeit K und teils zur Verdiinnungsfliissigkeit. 

Die Pepsinprobe nach Mett ergab folgendes Resultat. Nach 
20 Stuaden P, = 3mm, L, = 0,0; nach 44 Stunden P, = 7,6 mm, 
L, = 0,0. Bei der Karminfibrin-Pepsinprobe wirkte P, — mit K zu ‘/125 
verdiinnt — etwas kraftiger als L, und diese letztere Lésung wirkte also 
jedenfalls schwacher als eine Pepsinlésung 1 : 1000000. 

Milchprobe mit gewdhnlicher Milch bei 30° C. P, = 62—64 Min., 
L, = 6 Min. = 1:10; bei 38° C. P, keine Gerinnung in 3 Stunden, 
L, = 145 Sekunden. 

Mit angesiuerter Milch (7 ccm ®/10-HCl auf je 100 ccm Milch) bei 
30° C. P, = 125 Sek. L, = 55 Sek. = 1: 2,3; bei 38° C. P, = 60 Sek. 
und L, = 28 Sek. = 1:2,1. Mittel 1: 2,2. 






































Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. V. Mitteilung. 131 


Die Relation der beiden Enzymwirkungen war also: fiir Pepsin 
P, = 125 und L, = 1; fiir Chymosin P, = 1 und L, = 2,2. 

Es wurden folgende drei Proben angeordnet: K == 30 ccm Le- 
guminatlésung und 15 ccm Pw + 1dccm Lw; P, = 30 ccm Leguminat 
und 15 ccm Lw + 15 ccm P; L, = 30 ccm Leguminat und 15 cem Pw + 
15ccm L. Temp.38° C. und Versuchsdauer 2'/: Stunden. 2,2 ccm "/10-Lauge 
zur Fallung. Menge der ldslichen Stoffe in je 50 ccm Filtrat: K = 0,032, 
P, = 0,061 und L, = 0,166 oder auf die Gesamtfliissigkeit berechnet, 
K = 0,040, P, = 0,076 und L, = 0,207. Nach Abzug von den festen Stoffen 
in K waren also die Albumosenmengen in P, = 0,036 und in L, = 0,167 
oder in Prozenten von dem Legumin (1,014 g) = bezw. 3,5 und 16,5°%o. 


Das Ergebnis dieses Versuches ersieht man am ein- 
fachsten aus der folgenden Zusammenstellung. 


Pepsin Chymosin Albumosen 
P, > 125 1 0,036 
L, 1 2,2 0,167. 


Trotzdem die Pepsinlésung 125 mal so kraftig verdauend 
wie die Lablésung wirkte, war die von der Pepsinlésung in 
21/2 Stunden gebildete Albumosenmenge nur 0,036 g, wahrend 
die Lablésung in derselben Zeit 0,167 g Albumosen gebildet hatte. 
Da die urspriingliche Pepsinlésung 1 : 4000 und die mit dem 
gleichen Volumen erhitzter Lablosung verdiinnte Lésung (P,) also 
gleich 1: 8000 war, wirkte die Lablésung L, jedenfalls schwacher 
als eine Pepsinldsung von 1: 1000000. Die viel reichlichere 
Albumosenbildung in L, kann also nicht von einer Pepsinwir- 
kung herriihren, und der Versuch zeigt also, dafi das Chymosin 
aus Legumin bei diesem niedrigen Sdéuregrade Albumose gebildet 
hat. Da die Pepsinlésung ebenfalls, wenn auch schwicher, 
labend auf Milch wirkte, kann die Albumosenbildung in P, 
recht wohl von der Chymosinwirkung der Pepsinlésung her- 
rihren, und es ist also fraglich, ob hier tiberhaupt eine Pepsin- 
wirkung stattgefunden hat, ob nicht vielmehr das Pepsin bei 
diesem niedrigen Sdiuregrade unwirksam gewesen ist. Der 
Versuch zeigt iibrigens, ebenso wie die folgenden, daf die 
mangelnde Parallelitét der zwei Enzymwirkungen auch bei An- 
wendung von Legumin als Substrat zum Vorschein kommt. 

Versuch 8. Die Acidleguminatlésung (b-Legumin) war mit 2,5 ccm 


n/1o-HCl = rund 9 mg HC! auf 1 g Legumin dargestellt worden und enthielt 
2,2°/o Legumin. Sie war auf etwa 92° C. erhitzt worden. 
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Die Lablésung war eine durch rasche und kraftige Dialyse gegen 
Wasser gereinigte Lésung von Hansens Labpulver. Sie war wahrend 
zwei Minuten wie gewohnlich alkalisiert worden und enthielt nach der 
Neutralisation 0,034°/o organische Stoffe und rund 0,011 °/o NaCl. 

Die Pepsinlésung war nicht wie in dem Versuche 7 gereinigt worden. 
Sie war einfach eine klar filtrierte, neutral reagierende Lésung von Mercks 
Pepsin mit 0,005 °/o festen Stoffen = 1: 20000. Von jeder Lisung wurde 
ein Teil zur Vernichtung der Enzyme erhitzt und dann wie in dem vorigen 
Versuche die 3 Lésungen K, P, und L, bereitet. Diese Lésungen ent- 
hielten also je 0,025 °%o feste Stoffe und der Gehalt an Rohpepsin in P, 
war 1: 40000. 

Die Lablésung L, wirkte gut auf gewéhnliche Milch, indem sie die- 
selbe im Laufe von 30 Sekunden bei 38° C. labte. Die Pepsinlésung wirkte 
dagegen nur schwach labend, selbst auf angesiéuerte Milch und es konnte, 
wie gewOhnlich in solchen Fallen, keine konstante Relation zwischen der 
Labwirkung beider Lésungen bei verschiedenen Temperaturen festgestellt 
werden. Nur so viel war sicher, dafs die Lésung L, viel starker, wenigstens 
20 mal starker als die Lésung P, wirkte. 

Dagegen wirkte die letztere stirker verdauend. Sie war wirksam 
bei der Mettschen Probe, 2 mm in 20 Stunden, und verdaute fein- koa- 
guliertes Eiweif, wahrend die Lésung L, in dieser Hinsicht unwirksam 
war. Zur Priifung der verdauenden Wirkung auf koaguliertes Eiweih 
wurde folgender Versuch ausgefiihrt. Das feuchte, fein koagulierte Ei- 
weifi enthielt 27 °/o Eiweif$ und 73°/o Wasser und auf je 100 ccm Fliissig- 
keit kamen in jeder Probe 2,5 g feuchtes = 0,675 wasserfreies Eiweil. 
Die Probe A enthielt nur Verdauungssalzsiure von 0,3°/o HCl, Probe B 
enthielt die Lésung P, mit 0,3°/o HCl und C die Lésung L,, ebenfalls 
mit 0,3°/o HCl. Nach 7 Stunden bei 35—36° war alles verdaut in B. 
Nach 30 Stunden wurde der Versuch unterbrochen, und es wurden nun 
(nach Abzug des bei der Neutralisation gebildeten Kochsalzes) in A 0,038 
und in C 0,039 g feste Stoffe gefunden. Die Lablésung hatte also gar 
nichts verdaut und war also als praktisch pepsinfrei anzusehen. Da keine 
sichere Relation der Labwirkung festgestellt werden konnte, wurde die 
Pepsin-Karminfibrinprobe nicht ausgefihrt. 

Die Versuchsanordnung war im iibrigen dieselbe wie in dem vorigen 
Versuche; also: K = 30 ccm Leguminatlésung und 15 ccm Pw +- 15 ccm 
Lw, P, = 30 ccm Leguminat und 15 ccm Lw -+ 15 ccm P, L, = 30 ccm 
Leguminat und 15 ccm Pw-+i5ccm L. Temp. 38—38,5° C. Die Probe 
L, wurde rasch verandert, mehr opalisierend, weiflich, und nach 1 Stunde 
25 Minuten trat in ihr eine Fallung auf. K und P, waren nicht merkbar 
verindert. Der Versuch wurde nun unterbrochen und wie gewohnlich be- 
handelt. Die Mengen der nicht koagulablen festen Stoffe in 50 ccm Filtrat 
waren in K = 0,046, in P, = 0,0485 und in L, = 0,149 g. Auf die ge- 
samte Versuchsfliissigkeit (61,5 cem) berechnet ist dies resp. rund 0,057, 
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0,060 und 0,183 g. Nach Abzug der festen Stoffe in K ist dies also in 
P, = 0,003 und in L, = 0,126 g = 19°/o von dem Legumin. 

In diesem Versuche konnte nicht die Relation der Enzym- 
wirkungen hinreichend gut festgestellt werden. Sicher war 
es aber, dai die Lablésung viel kraftiger, etwa 20mal krif- 
tiger, als die Pepsinlésung die Milch labte, wahrend erstere 
Lésung praktisch als pepsinfrei anzusehen war. In 30 Stunden 
hatte sie nimlich nicht mehr von dem feinkoagulierten EiweiB 
als die entsprechende Kontrollséure gelést, und da diese 
Lésung in 30 Sekunden die Milch labte und also eine kraftige 
Chymosinwirkung zeigte, liegt hierin eine weitere Bestitigung 
meiner friiheren Beobachtungen,!) daB das Chymosin nicht 
koaguliertes HiihnereiweiB bei Gegenwart von Séure verdaut. 
Nun hatte diese Lablésung in 85 Minuten bei 38—38,5° C. 
0,126 g Albumose gebildet, wahrend die Pepsinlésung in der- 
selben Zeit nur 0,003 g Albumose gebildet hatte. Dieser Ver- 
such beweist also nach meiner Ansicht, daf das Chymosin 
bei einem niedrigen Saéuregrad, bei welchem das Pepsin un- 
wirksam ist, gelostes Legumin recht kraftig verdaut. 

Die bisher mitgeteilten Versuche sind mit kauflichem 
Pepsin ausgefiihrt worden, und es diirfte deshalb angemessen 
sein, einen Versuch, in welchem die beiden Enzyme vom 
Kalbe stammten, hier anzufiihren. 

Versuch 9. Eine Acidleguminatlésung, die mit 3,6 ccm /:0-HCl 
= 13 mg HCl auf je 1 g a-Legumin bereitet war und genau 2 °/o Legumin 
enthielt. Sie war auf 92° C. erhitzt worden. 

Die Lablésung war eine, nach der Neutralisationsmethode dar- 
gestellte, 1 Minute mit Alkali behandelte Enzymlésung, die nach der Neu- 
tralisation mit /10-HC! 0,020 °/s organische Stoffe und rund 0,011 °/o NaCl 
enthielt. 

Das Pepsin stammte aus der A-Fraktion eines NaCl-Schleimhaut- 
gemenges vom Kalb und war nach dem in einem vorigen Aufsatze*) an- 
gegebenen Verfahren dargestellt worden. Die einzige Abweichung be- 
stand darin, dafi die Fallung nicht erst getrocknet, sondern direkt feucht, 


mit verdiinnter Salzsiure (0,2°/o HCl) behandelt und dann gegen an- 
gesduertes Wasser dialysiert wurde. Nach Verdiinnung mit Wasser ent- 





‘) Vgl. Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 319 f. (1915). 
*) Vgl. Mitteilung II, Diese Zeitschr., Bd. 94, S. 104 (1915). 
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hielt sie 0,020°o feste Stoffe und 0,001 °/o HCl. Es wurde dann wie in 
den vorigen zwei Versuchen verfahren. 

Da beide Lésungen in diesem Falle Kalbschymosin enthielten, 
konnte zu der Milchprobe gewéhnliche Milch benutzt werden. Die Ge- 
rinnungszeiten waren bei 32°C.: P, = 16 Min. 30 Sek. und L, = 5 Min. 
30 Sek. = 1:3; bei 38°C. P, = 10 Min. und L, = 3 Min. = 1 : 3,3, also 
1: 3,15. 

Bei der Mettschen Probe war P, positiv, L, negativ. Die Pepsin- 
relation nach der Karminfibrin-Pepsinprobe: P, 1/se etwas kraftiger als L,. 
Die Enzymrelationen P,:L, waren also fiir Pepsin = 50:1 und fiir 
Chymosin 1 : 3,15. 

Die drei Proben K, P, und L, wie in den vorigen Versuchen mit je 
30 ccm Leguminatlésung. Temp. 38°. Nach 80 Minuten trat in L, eine Fallung 
auf und der Versuch wurde unterbrochen. Die Menge der nicht koagulablen 
Stoffe, auf die ganze Versuchsfliissigkeit berechnet, war in K = 0,085, in P, 
= 0,167 und in L, 0,226 g. Die Mengen der gebildeten Albumosen waren also 
in P, = 0,082 und in L, 0,141 g, bezw. 13,7 und 23,5 °/o von dem Legumin. 

In diesem Versuche mit Kalbsenzymen war ein Vergleich 
der relativen Enzymmengen gut ausfiihrbar und das Versuchs- 
ergebnis war folgendes: 

Pepsin Chymosin Albumose 
P, 50 1 0,082 
L, 1 3,15 0,141. 

Die in 80 Minuten gebildete Albumosenmenge war also 
in der pepsinaérmeren und chymosinreicheren Probe bedeutend 
groBer als in der pepsinreicheren, und das Versuchsresultat 
ist also derselben Art wie in den anderen Versuchen. Da in 
diesem Falle beide Lésungen dasselbe Chymosin enthielten, ist 
es auch erlaubt, einen Vergleich zwischen den gebildeten 
Albumosenmengen und den Enzymmengen zu machen. Es 
zeigt sich dann, daB die Quadrate der Albumosenmengen wie 
1 : 2,96 oder rund wie 1 : 3, also fast genau wie die Chymosin- 
mengen 1: 3,15 und nicht wie die Pepsinmengen 50 : 1 sich 
verhalten. Daf auch in diesem Falle eine Chymosinverdauung 
des Legumins stattgefunden hat, diirfte wohl also nicht zu 


bezweifeln sein. 

Da die Pepsinidsungen, wie bekannt, immer auch Chy- 
mosinwirkung zeigen, ist es leicht erklarlich, daB auch in 
den Proben mit solchen Lésungen eine, wenn auch geringe, 
Albumosenbildung stattfindet. Je konzentrierter die Pepsin- 
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lésung ist, um so starker kommt auch die Chymosinwirkung 
zur Geltung, und es ist deshalb ohne weiteres klar, daB man, 
um deutliche Resultate zu erhalten, mit nicht zu konzentrierten 
Pepsinlésungen arbeiten soll. Nun kann man durch Verdiin- 
nung mit Wasser Pepsinlésungen erhalten, die auf Milch kaum 
oder jedenfalls nur sehr schwach wirken, wahrend sie in 
saurer Lésung koaguliertes Hiihnereiweif8 verdauen, und man 
kénnte erwarten, dafi in Versuchen mit solchen Lésungen 
die Chymosinwirkung der Pepsinlésungen auf Acidleguminat 
fast wegfallen wiirde. Ich habe deshalb auch einen solchen 
Versuch ausgefiihrt und da er nach demselben Schema wie 
die obigen, mehr detailliert beschriebenen angestellt wurde, 
fiihre ich hier nur die wesentlichsten Data an. 

Zu dem Versuche diente eine Lésung von Acid-b-Legu- 
minat. Die neutrale Pepsinlésung (Merck), welche Milch bei 
38° rasch koagulierte, wurde mit Wasser so stark verdiinnt, 
da8 sie auf dieselbe Milch sowohl bei 38 wie bei 30° im 
Laufe von 2 Stunden unwirksam war. Sie verdaute dagegen 
bei Gegenwart von 0,2°/o HCl koaguliertes Hiihnereiweif 
(Mettsche Probe) und bei der Karminfibrinprobe wirkte sie 
etwa 40mal kriftiger als die durch Alkalieinwirkung sehr 
pepsinschwach gemachte, auf Milch gut wirkende Chymosin- 
losung. Das Resultat einer 4-stiindigen Einwirkung beider 
Lésungen auf das Leguminat bei 38—39° war folgendes. Die 
Pepsinlésung hatte 0,002 und die Chymosinlésung 0,178 g Albu- 
mosen gebildet. Das Pepsin war also unwirksam gewesen. 

Da die mit Alkali behandelten Enzymlésungen sehr gut milch- 
koagulierend wirken, wahrend sie in saurer Losung auf koagu- 
liertes Hiihnereiweifi oder gekochtes Fibrin unwirksam sind und 
auf rohes Fibrin nur schwach — oft schwiacher als Pepsinlésungen 
1:5410Millionen—- wirken, habe ich diese Lésungen als fast pep- 
sinfreie oder praktisch pepsinfreie Chymosinlésungen bezeichnet. 

Hiergegen kénnte man indessen von unitarischer Seite 
einwenden, da die milchkoagulierende Wirkung dieser L6- 
sungen trotzdem vielleicht von Pepsin herriihre, dessen Wir- 
kung auf Eiwei8 in saurer Lésung durch besondere, infolge 
der Alkalieinwirkung entstandene Hemmungsstoffe verhindert 
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werde. Dieser zu erwartenden Einwendung gegeniiber hatte 
ich in einem friiheren Aufsatze (Mitteilung III) die Aufmerk- 
samkeit darauf gelenkt, daB diese Losungen kriftiger auf 
Casein in saurer als in neutraler LOsung wirken, was jeden- 
falls nicht fiir die Annahme von besonderen, nur in saurer 
Lésung hemmend wirkenden Stoffen spricht. 

Gegen diesen Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir die Abwesen- 
heit besonderer, nur in saurer Lésung hemmend wirkender 
Stoffe in den alkalisierten Enzymlésungen hat indessen Pekel- 
haring') neulich insofern eine Einwendung gemacht, als er 
in seinem letzten Aufsatze in dieser Angelegenheit sagt: «Darf 
man aber die Wirkung des Enzyms auf Casein mit derjenigen, 
bei viel starker saurer Reaktion, auf Fibrin oder Hithner- 
eiweiB gleich setzen? Ich glaube, da die Untersuchungen 
von Van Dam zu einer verneinenden Antwort auf diese Frage 
Veranlassung geben>. 

Daf man die Wirkung der Enzyme auf Casein nicht mit 
derjenigen auf Fibrin oder Hiihnereiwei8, bei viel starker saurer 
Recktion, gleich setzen darf, dariiber bin ich natiirlich mit 
Pekelharing vollig einverstanden, und fiir diesen meinen 
Standpunkt wird man wohl in meinen friheren Aufsatzen 
wiederholt Belege finden. Ich gehe sogar einen Schritt weiter 
als Pekelharing, indem ich behaupte, daf es ganz unzulassig 
sein wiirde, diese Wirkungen gleich zu setzen. Nach meiner 
Ansicht ist nimlich die Wirkung auf koaguliertes Hihnereiweib 
oder Fibrin bei héheren Séuregraden eine reine Pepsinwirkung, 
wihrend die Wirkung auf Casein bei niedrigeren Saéuregraden, 
je nach der Aciditét des Gemenges und der Beschaffenheit 
der Enzymliésungen, eine Chymosin- oder eine kombinierte 
Chymosin- und Pepsinwirkung ist. 

Wenn ich nun trotzdem die bessere Verdauung des Caseins 
bei saurer als bei neutraler Reaktion als einen Grund gegen 
die Annahme von besonderen, nur bei saurer Reaktion hem- 
mend wirkenden Stoffen angefiihrt habe, so hatte dies folgende 
Ursache. Ich hatte meine Enzymlésungen mit Hiihnereiweif 
oder Fibrin bei den fiir die Verdauung dieser Stoffe giinstigsten 


‘) Archiv f. die ges. Physiologie, Bd. 167, S. 254 (1917). 
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Siuregraden gepriift, und wenn das Ausbleiben einer Pepsin- 
verdauung unter diesen giinstigen Verhialtnissen von so kraftig 
hemmend wirkenden Stoffen herriihren sollte, daB sie die 
Pepsinwirkung vollstindig verhinderten, konnte man wohl er- 
warten, daB sie nicht ohne Einwirkung auf die Verdauung 
auch anderer Eiweifstoffe, z. B. des Caseins, sein wiirden. 
Da ich nun aber fand, dai bei Gegenwart von Saure statt 
einer eventuellen Verlangsamung eine Beschleunigung der Casein- 
hydrolyse stattfand, indem etwa doppelt so viel Albumosen bei 
saurer Reaktion gebildet wurden, fand ich es unmédglich, die 
Unwirksamkeit meiner Enzymlésungen auf Hiihnereiweif und 
Fibrin durch die Annahme von nur in saurer LOsung wir- 
kenden Hemmungsstoffen zu erklaren. 

Gegen diese Beweisfiihrung kénnte man nun allerdings 
auch andere Einwendungen machen, statt aber dieselben hier 
zu diskutieren, will ich einfach auf die oben mitgeteilten Ver- 
suche hinweisen. Sie zeigen namlich, dai gerade diejenigen 
Enzymlésungen, welche die hypothetischen, die Pepsinverdauung 
hemmenden Stoffe enthalten sollten, in schwach saurer Lésung 
das Legumin verdauen, wahrend die Pepsinlésungen, welche 
sowohl Hiihnereiweif wie Fibrin verdauen und folglich solche 
Hemmungsstoffe nicht enthalten, unter ganz denselben Versuchs- 
bedingungen auf das Legumin unwirksam sind oder auf dasselbe 
— der Chymosinwirkung entsprechend — nur schwach einwirken. 

Natirlich kann man von unitarischem Standpunkt diese 
Versuchsresultate durch die gekiinstelte Annahme erkliren, 
dafi die Pepsinldsungen immer Hemmungsstoffe enthalten, die 
nicht bei stark, sondern nur bei schwach saurer Reaktion 
wirken, wahrend die Chymosinlésungen umgekehrt Stoffe ent- 
halten, die nicht bei schwach, sondern nur bei stark saurer 
Reaktion die Pepsinwirkung hemmen. Ich erklire dagegen 
die Unwirksamkeit der Pepsinlésungen auf Acidleguminat in 
Ubereinstimmung mit der gang und gibe Ansicht, daB das 
Pepsin ein Enzym ist, dessen Wirkung von einer gewissen 
Grenze ab mit abnehmender Wasserstoffionenkonzentration 
abnimmt und welches bei neutraler oder sehr schwach saurer 
Reaktion unwirksam ist. Steht man auf diesem Standpunkte, 
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so dirfte es wohl kaum mdglich sein, die Wirkung der Chy- 
mosinlésungen auf das Acidleguminat — mit der Unwirksamkeit 
der Pepsinlésungen verglichen — als eine Pepsinwirkung aufzu- 
fassen. Ich betrachte sie auch als eine besondere Enzym- 
wirkung, als Chymosinwirkung. 

Trotzdem ich die Annahme von besonderen Hemmungs- 
stoffen in den alkalibehandelten Enzymlésungen als ganz un- 
begriindet erachte, habe ich natiirlich auch Versuche mit 
Enzymlosungen, die nicht mit Alkali behandelt worden sind, 
ausgefiihrt. Da ich in der Folge einige solche, teils bei 
Zimmertemperatur und teils nach einer anderen Versuchs- 
anordnung (als die bisher beschriebene) ausgefiihrten Versuche 
etwas ausfiihrlicher beschreiben werde, diirfte es wohl tiberfliissig 
sein, einige nach dem obigen Prinzipe ausgefiihrte Versuche 
mit nicht alkalibehandelten Enzymlésungen hier anzufihren. 

Die bisher mitgeteilten Versuche wurden alle bei Brut- 
temperatur ausgeftihrt, und da es hier nur um Enzyme -von 
Warmbliitern sich handelt, diirfte es wohl auch weniger wichtig 
sein, die Enzymwirkungen bei niedrigeren Temperaturen zu 
priifen. Eine Schaédigung der Enzyme in diesen sauren Lé- 
sungen bei einer Versuchsdauer von hoéchstens 4 Stunden ist 
wohl auch kaum zu befiirchten. Um aber dem Vorwurfe, daB8 
ich diese Méglichkeit nicht beriicksichtigt habe, zu entgehen, 
und da die Wirkungsweise der Enzyme bei niedrigeren Tem- 
peraturen ebenfalls ein gewisses Interesse hat, habe ich auch 
einige Versuche bei Zimmertemperatur ausgefiihrt und will hier 
ein paar solche mitteilen. 


Versuch 10. Die Acidleguminatlésung, mit 3 ccm 9/10-HCl = rund 
11 mg HCl auf je 1 g a-Legumin bereitet, enthielt 3,02°/e Legumin und 
war auf 92° C. erwairmt worden. Keine Reaktion auf Kongo. 

Die Pepsinlisung P stammte von einem kiuflichen Pepsin (Pepsin. 
absol. Jensen & Langebeck Petersen, Kopenhagen) her und war 
durch wiederholte kraftige Dialyse in saurer Lésung gereinigt worden. 
Sie wurde dann mit Wasser zu dem Sduregrade 0,0016 und einem Ge- 
halte von 0,04 °/o festen Stoffen verdiinnt. Die andere Enzymlésung L war 
aus Kalbsmageninfusion nach der Neutralisationsmethode erhalten und 
2 Minuten wie gewodhnlich mit Alkali behandelt. Sie war neutral und enthielt 
ebenfalls 0,04°/o organische Stoffe nebst rund 0,011°/o NaCl. Es wurden 
wie in den vorhergehenden Versuchen die Lisungen K,, P, und L, bereitet. 
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Die Milchprobe (Milch mit ®/10-HCl, 7: 100) gab fiir die Tempera- 
turen 23° und 30° C. die Werte P, = 200 Sek. und L, 60 Sek. = Rela- 
tion 1: 3,3 resp. P, = 75 Sek. und L, 15—20 Sek. = Relation 1 : 3,75 
a 5. Die Pepsinprobe nach Mett bei 34—35° C. ergab fiir P, in 20 Stunden 
5 mm und fiir L, in 44 StundenO mm. Bei der Karminfibrin-Pepsinprobe 
erwies sich P, mit Lw zu ‘/soo verdiinnt etwas kraftiger als L, und diese 
letztere Lésung wirkte also schwiacher als eine Pepsinlésung 1 : 1000000. 
Die Relation der Enzymwirkungen von P, und L, war also fiir Pepsin 
= 200:1 und fiir Chymosin 1: 3,3 a 4,4. 

Die 3 Proben enthielten je 30 ccm Leguminatlisung mit je 30 ccm 
von resp. K, P, und L,. Sie blieben von dem einen Tage zu dem anderen 
19'/2 Stunden bei 13—15° C. stehen. Probe L, war nun zu einer zu- 
sammenhiangenden, lockeren Masse mit ausgeprefiter, wasserheller Fliissig- 
keit geronnen. Die zwei anderen waren fliissig, nicht wesentlich ver- 
andert. Die Mengen der gebildeten Albumosen, auf die gesamte Versuchs- 
fliissigkeit berechnet, waren in P, = 0,147 und in L, = 0,301 g. 


Das Resultat dieses Versuches kann tibersichtlich in fol- 
folgender Weise zusammengestellt werden. 


Pepsin Chymosin Albumosen 
P, > 200 1 0,147 g 
L 1 3,3—4,4 0,301 » 


Trotzdem die Pepsinlésung mindestens 200mal kraftiger 
verdauend als L, bei hdherem Sduregrad wirkte, hatte die 
erstere Losung bei Abwesenheit von freier Séiure bei 13—15° C. 
nicht halb so viel Albumosen wie die duferst pepsinarme, 
aber chymosinreichere Lésung L, gebildet. Da die Pepsin- 
lésung, wie aus den detaillierten Angaben ersichtlich ist, nicht 
nur gut verdauend, sondern auch recht gut milchkoagulierend 
wirkte, ist es sehr wahrscheinlich, daf die Albumosenbildung 
mittels der Pepsinlésung auch in diesem Falle von der Chy- 
mosinwirkung dieser Lésung herriihrte. Da die Enzymlo- 
sung L, schwiacher verdauend auf Fibrin als eine Pepsinlésung 
1 : 1000000 wirkte, ist es offenbar, daB die Albumosenbildung 
mittels dieser Lésung (L,) von dem Chymosin und nicht von 
den Pepsinspuren herriihrte. 

Da der folgende Versuch mit b-Legumin in allem Wesent- 
lichen wie der nun beschriebene angeordnet war, diirfte eine 
etwas weniger dataillierte Beschreibung geniigend sein. 


Versuch 11. Acidleguminatlésung mit 1,88°/o b-Legumin und 
5,3 ccm ®/1o-HCl = 19 mg HCl auf je 1 g Legumin. Reagierte hichstens 
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sehr schwach auf Kongo. Wurde nicht auf héhere Temperatur als gegen 
+ 50° C. erwarmt. 

Durch Dialyse, Fallung mit Ammoniumsulfat und neue Dialyse ge- 
reinigtes Pepsin (Merck). Durch Dialyse gereinigte, nicht alkalisierte 
Lésung von Hansens Labpulver. Beide Liésungen 1: 5000. Relation 
der Enzymwirkungen: P,: L, fiir Pepsin = > 100:1 und fiir Chymosin 
= 1:4. Je 30 ccm Leguminat- und Enzymliésung in jeder Probe. Ver- 
suchsdauer 20 Stunden bei + 10° C. Fallung in keiner der 3 Proben. 
Albumosenmengen in P, = 0,029 und in L, = 0,248 g. 

Das Versuchsresultat, nach demselben Prinzipe wie im 


vorigen Versuche zusammengestellt, war also folgendes: 


Pepsin Chymosin Albumosen 
P > 100 1 0,029 
L 1 4 0,248. 


Die Resultate sind so augenfallig, daB sie keiner mehr 
eingehenden Besprechung bediirftig sind. Zu erwahnen ist 
vielleicht, daB die Pepsinldsung in 20 Stunden bei 34—35° 
4mm und die Lablésung 0 mm verdaut hatte. Trotz dieser 
nicht schwachen Pepsinwirkung waren nur 0,029 g Albumosen 
gebildet worden. Zu erwahnen ist ferner, daf in diesem Ver- 
suche keine Fallung in der Probe L auftrat, was vielleicht 
davon abhingt, daB die Leguminatlésung in diesem Falle nicht 
auf héhere Temperatur erwarmt worden war. In dem oben 
erwahnten Versuche 7, zu welchem eine nicht erhitzte Legu- 
minatlésung verwendet wurde, trat naimlich ebenfalls keine 
Fallung auf, wahrend in den Versuchen 8, 9 und 10 mit auf 
92° C. erhitzten Acidleguminatlésungen Fallungen in den chy- 
mosinreicheren Proben auftraten. Da ich indessen noch keine 
Versuche mit einer und derselben, teils gekochten und teils 
ungekochten Acidleguminatlésung und derselben Enzymlésung 
ausgefiihrt habe, wage ich nichts Bestimmtes hieriiber zu sagen. 

Das wesentlichste Resultat der nun mitgeteilten 2 Ver- 
suche ist jedenfalls, daB die verschiedene Wirkung des Pepsins 
und Chymosins auf Acidleguminate ebensogut bei einer Tem- 
peratur von 10—15° C. wie bei K6rpertemperatur sich kund- 
gibt und daf es gleichgiiltig ist, ob man die Enzymlésung mit 
Alkali behandelt hat oder nicht. 

Da sowohl die mit nicht alkalisierten Enzymlésungen wie 
die bei niedrigerer Temperatur ausgefiihrten Versuche dhnliche 
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Resultate wie die Versuche mit alkalisierten Enzymlésungen 
bei K6érpertemperatur ergeben haben, sehe ich hierin eine 
weitere Stiitze fiir meine oben ausgesprochene Ansicht, dai 
es hier um zwei verschiedene Enzymwirkungen, die an eine 
verschiedene Reaktion des Mediums gebunden sind, sich handelt. 
Wenn diese Ansicht richtig ist, hat man aber zu erwarten, 
daB bei Anderung dieser Reaktion und bei Gegenwart von 
freier Saure die relative Intensitét der Enzymwirkungen sich 
andern und die Pepsinwirkung besser zur Geltung kommen wird. 

Aus dem Grunde habe ich auch Versuche ausgefiihrt, in 
welchen ich dieselben Enzymlésungen gleichzeitig bei derselben 
Temperatur auf dieselbe Acidleguminatlésung einwirken lief, 
in der einen Reihe bei Abwesenheit von freier Siure und in 
der anderen bei Gegenwart einer bekannten Menge freier 
Chlorwasserstoffsiure. Ich lasse hier ein paar solche Ver- 


suche folgen. 


Versuch 12. Acidleguminatlésung mit 3,2 ccm /1o-HCl = 11,7 mg 
HCl auf je 1g a-Legumin bereitet. Die Lésung enthielt 2,2°/o Legumin 
und war auf -+ 92° C. erhitzt worden. 

Pepsinlésung aus Mercks Pepsin, gereinigt durch Dialyse der sauren 
(0,2°/o HCl) Lésung, Fallung durch Sattigung mit Ammoniumsulfat und 
neue Dialyse gegen schwach angesduertes Wasser. Die Lésung enthielt 
0,033 °/o Pepsin = rund 1 : 3000 und 0,005°/o HCl. Die Lablésung stammte 
von einem kauflichen Labpulver (von Glad in Kopenhagen). Der nach 
Entfernung aller lislichen Stoffe durch Dialyse gegen Wasser zuriick- 
gebliebene ungeléste Rest wurde mit salzsiurehaltigem Wasser (0,1 °/o HCl) 
extrahiert, mit Wasser zu dem Gehalte von 0,005°/o HCl verdiinnt und 
nicht mit Alkali behandelt. Der Gehalt an festen Stoffen = 0,042 %o. 
Wie in friiher beschriebenen Versuchen wurden durch Erhitzen zur Ver- 
nichtung der Enzymwirkungen Lésungen Pw und Lw und dann weiter 
Lw -+- P aa = P, und Pw + L aa = L, bereitet. Verdauungsprobe 
nach Mett: P, = 4,5 mm in 20 Stunden; L, = 0mm in 44 Stunden. 
Bei der Karminfibrin-Pepsinprobe P, '/so etwas kraftiger als L,. Milch- 
probe mit gewoéhnlicher Milch: bei 38° C. P, unwirksam wihrend 3 Stunden; 
bei 27,5° P, = 36 Min. und L, = 6'/s Min. =1: 5,7. Mit anges&uerter 
Milch (7 cem ®/s0-HCI : 100 Milch) bei 38°C. P, = 62”, L, = 12” = 1:5,2; 
bei 26°C, P, = 180” und L, = 40” = 1:4,5. Die Enzymrelationen waren 
also: P,: L, fiir Pepsin = 50:1 und fir Chymosin = 1: 4,5—85,7. 

Es wurden zwei verschiedene Versuchsreihen, A und B, mit je 
3 Proben, die 30 ccm Leguminatlésung und je 30 ccm resp. von K, P, 
und L, enthielten, angeordnet. Die zwei Reihen unterschieden sich nur 
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dadurch voneinander, dafi jede Probe der Reihe B 2 ccm Salzsdure von 
2°/o, also 0,065 °/o zugesetzte HCl enthielt. Die Versuchsdauer war 20 Stunden 
bei + 10 a 12° C. Zur Neutralisation und Ausfallung des unverdauten 
Legumins erforderte jede Probe der Reihe A 2,4ccm und der Reihe B 
13,3 ccm ®/1:0-Lauge. 

Die Menge der festen Stoffe in 50 ccm Filtrat der Proben A war 
in K 0,032, in P, 0,052 und in L, 0,245 g. Auf das Gesamtvolumen der 
Versuchsfliissigkeit, 62,4 ccm, ist dies resp. 0,040, 0,065 und 0,306 g und 
die Albumosenmengen nach Abzug der festen Stoffe in K also: in P, 
= 0,025 und in L, 0,266 g bezw. 3,8 und 40,3 °/o von dem Legumin. Die 
Mengen der festen Stoffe in 60 ccm Filtrat in der Reihe B waren: in 
in K = 0,089, in P, = 0,481 und in L, = 0,333. Auf das Gesamt- 
volumen nach der Neutralisation (= 73,3 ccm) also resp. 0,109, 0,588 
und 0,407 g. Die Albumosenmengen waren also in P, = 0,479 und in 
L, 0,298 g, bezw. 72,6 und 45,2°/o von dem Legumin. 

Versuch 13. Dieser Versuch wurde nach ganz demselben Prin- 
zipe wie der vorige ausgefiihrt und kann deshalb etwas weniger detailliert 
beschrieben werden. 2°/oige Acidleguminatlésung mit 4,58 ccm ®/10-HCl 
== 16,7 mg HCI auf je 1 g b-Legumin bereitet. Dasselbe gereinigte Pepsin 
wie im vorigen Versuche; Stirke der Lésung 1: 5000. Durch Dialyse 
gereinigte, nicht mit Alkali behandelte Lésung von Hansens Labpulver 
1: 2500. P, digerierte: Mett = 2,8 mm in 20 Stunden, L, = Omm. P, 
‘/3o wirkte ein wenig kriftiger als L,. Milchprobe mit angesduerter Milch: 
bei 26° P, = 495”, L, = 55” = 1:9; bei 37,5° P, = 185” und und 
L, = 15” = 1:12. Jede Probe der Reihe B enthielt 0.080°/o HCl. Ver- 
suchsdauer 20 Stunden bei + 11°C. Die Albumosenmengen in Reihe A 
waren: P, = 0,010 und L, = 0,247 oder resp. 1,6 und 41,16°%o von 
dem Legumin. In der Reihe B waren sie: P, = 0,401 und L, = 0,277, 
resp. 66,85 und 46,16°/o von dem Legumin. 


Der Ubersichtlichkeit halber mache ich die folgende Zu- 
sammenstellung der beiden Versuche. Die Zahlen in den 
beiden Kolonnen «Kongo negativ» und «<freie HCl» bedeuten 
die absoluten Mengen der gefundenen Albumosen und die- 
selben Werte in Prozenten von dem Legumin. Der erste 
Versuch ist mit a- und der zweite mit b-Legumin ausgefiihrt 
worden. Die Menge der zugesetzten freien HCl war in Ver- 
such 12 = 0,065 und in Versuch 13 = 0,080°/o HCl. 


Pepsin Chymosin Kongo negativ Freie HCl 
Nr. 12 \ 50 1 0,025g = 3,8 % 0,479 g = 72,6 %/o 
—_ a 45—d,8 0,266> = 40,3 %o 0,298 » = 45,15°/o 
Nr. 13 \ 30 1 0,010 > = 1,6 fo 0,401 » = 66,85°/o 


f 1 9—12 0,247 > =: 41,16%0 0,277 > = 46,16%o. 

















Studien tiber Chymosin- und Pepsinwirkung. V. Mitteilung. 143 


Die Versuchsergebnisse sind so schlagend, daB sie keiner 
ausfiihrlichen Besprechung bediirfen. Bei Abwesenheit von 
freier HCl wirkte in beiden Fallen die chymosinreichere Fliissig- 
keit viel kraftiger als die pepsinreichere, und die letztere wirkte 
30 schwach, daf wohl nicht von einer Pepsinwirkung die Rede 
sein kann. Bei Gegenwart von freier HCl war das Verhalten 
dagegen ein umgekehrtes, indem hier die pepsinreichere Fliissig- 
keit, trotz der fiir die Pepsinwirkung weniger giinstigen, niedrigen 
Temperatur, 10—12° C., eine viel kraftigere Wirkung zeigte. 

Es ist zweifelsohne etwas auffallend, da die Zunahme 
der Albumosenmengen in den chymosinreicheren Proben bei 
Gegenwart von freier Saéure eine verhiltnismaBig recht kleine 
ist, naimlich nur etwa 5°/o gegeniiber den bei Abwesenheit 
von freier Saéure gebildeten viel reichlicheren Mengen. Dies 
deutet darauf hin, dafi der optimale Sauregrad fiir die Chymo- 
sinwirkung ein wesentlich niedriger als fiir die Pepsinwirkung 
ist, und fiir diese Auffassung sprechen sowohl einige Casein- 
versuche, z. B. Nr. 29 und 30 der Tabelle V (Mitteilung IV), 
wie auch der folgende Versuch. 


Versuch 14. 2°%oige Acidleguminatlésung mit 4 cem /10-HCl 
= 14,6 mg HCI auf je 1 g b-Legumin bereitet. Durch Dialyse gereinigte 
Pepsinlésung (Jensen & Langebeck Petersen, Kopenhagen) 1 : 5000. 
Alkalisierte Enzymlésung vom Kalbsmagen 1 : 5000 (-+ 0,011°%/o NaCl). 
Relation der Enzymwirkungen: P,:L,, fir Pepsin = 200:1 und fir 
Chymosin = 1:4. Versuchsanordnung ganz dieselbe wie in den zwei 
vorigen Versuchen. Gehalt an freier HC] in Reihe B = 0,065°%o. Temp. 
30,5°. Versuch unterbrochen mit Reihe A nach 2'/: und mit B nach 
2 Stunden. Albumosenmengen in Reihe A waren: P, = 0,019 g = 3,16°/o 
und L, 0,221 = 36,8°/o. In der Reihe B waren die entsprechenden Werte 
0,444 = 74% und 0,110 = 18,3°%o. 


Das Versuchsergebnis, tabellarisch zusammengestellt, war 


also: 
Pepsin Chymosin Kongo negativ Freie HCl (0,065 °/o) 

200 1 0,019g = 316% 0,444=74 % 

1 4 0,221 » = 36,83 %/o 0,110 = 18,3°/o. 

Dieser Versuch zeigt also ebenfalls sehr schlagend, wie 
verschieden die beiden Enzyme bei verschiedenen Sauregraden 
sich verhalten und wie man den Vorgang durch Zusatz von 
freier Salzsiure umkehren kann. In diesem Versuche ist aber 
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die Albumosenbildung mittels der chymosinreicheren Loésung 
bedeutend niedriger bei dem hoéheren als bei dem niedrigen 
Sauregrade. Dies kann nicht einfach daher riihren, daB die 
Versuchsdauer fiir die Proben mit freier Séure nur 2 Stunden 
und fiir die Proben mit negativer Kongoreaktion bei derselben 
Temperatur 21/2 Stunden war, denn der Unterschied in den 
Albumosenmengen ist zu grog. Dieser Versuch unterscheidet 
sich von den zwei nachst vorangehenden in zwei Hinsichten. 
Die Temperatur war in diesem Falle 30, 5° C., in den anderen 
dagegen 10—12° C., und die Labwirkung war ferner in diesem 
Versuche eine verhiiltnismafig schwache. Die Lablésung koa- 
gulierte namlich (nicht angesduerte) Milch bei 38, 5 C. erst nach 
21/2 Minuten und bei 29,5 a 30° C. erst nach 10 Minuten. Es 
ist méglich, dafi bei dem hoéheren Séuregrade die Wirkung 
dieser schwachen Enzymlésung weniger gut als bei einer 
niedrigeren zur Geltung kam. Auf Grund der Erfahrungen, 
die ich in Versuchen mit Casein und einem anderen Eiweif- 
stoffe, dem Muskelsyntonin, gemacht habe, bin ich jedoch tiber- 
zeugt, da die relativ geringere Albumosenbildung bei héheren 
Saéuregraden in allen 3 Versuchen daher rihrt, dafi das Saure- 
optimum fiir das Chymosin bei bedeutend niedrigeren Saure- 
graden als fiir das Pepsin liegt. 

Es scheint mir auch sehr wichtig zu sein, die Wirkung 
des Chymosins auf verschiedene Eiweifstoffe bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen zu priifen. Friiher konnte dies 
nicht geschehen, indem die Chymosinlésungen regelmabig etwas 
Pepsin enthielten. Seitdem man aber durch schwache Alkali- 
einwirkung auf Enzymldsungen (vom Kalb) oder auf dialysierte 
gereinigte Loésungen von kéuflichem Labpulver kraftig milch- 
koagulierende Lésungen darstellen kann, die peptisch fast 
unwirksam sind, scheinen mir soleche Untersuchungen nicht 
unausfiihrbar zu sein. Bevor ich zu solchen Untersuchungen 
iiberging, wollte ich jedoch erst das Verhalten einiger anderen 
Eiweifstoffe zu den beiden Enzymwirkungen priifen. 





Durch die in diesem Aufsatze mitgeteilten Untersuchungen 
glaube ich nachgewiesen zu haben, dai das Chymosin kein 
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auf Casein spezifisch wirkendes Enzym ist, indem es auch 
Alkalileguminat, besonders die gekochten Lésungen desselben 
unter Albumosenbildung hydrolysiert. Das Chymosin wirkt 
ebenfalls, und zwar noch kraftiger, hydrolysierend auf Acid- 
leguminat bei Gegenwart von so wenig Saure, daB die viel 
pepsinreicheren Losungen unter denselben Verhiltnissen unwirk- 
sam sind oder, ihrer schwachen Chymosinwirkung entsprechend, 
nur sehr schwach wirken. 

Ich kann diese Versuchsresultate nicht mit der unitari- 
schen Auffassung von der Identitat der beiden Enzyme, Pepsin 
und Chymosin, in Einklang bringen, wahrend sie nach der 
dualistischen Auffassung dagegen ohne weiteres verstindlich 
sind. Ich kenne auch fortwiihrend keine Beobachtung auf 
diesem Gebiete, welche nicht mit der letztgenannten Auffassung 
sich vereinbaren laBt. Nach dem, was ich oben (S. 136 u. 137) von 
den hypothetischen Hemmungsstoffen, welche die aufgehobene 
Parallelitat erkliren wiirden, gesagt habe, diirfte es wohl auch 
kaum notig sein, meine Stellung zu dieser Frage noch weiter 
zu entwickeln. Meine Erklirung der erhaltenen Versuchs- 
resultate ist deshalb einfach die, da& es hier um zwei ver- 
schiedene Enzyme sich handelt, die allerdings nahe verwandt 
sein diirften, deren Wirkungen aber an eine verschiedene 
Reaktion des Mediums gebunden sind. 

Diese ungleiche Wirkung der Pepsin- und Chymosin- 
lodsungen gilt allerdings, nach meinen bisher verdffentlichten 
Untersuchungen, nur fiir das Casein und das Legumin. Meine 
fortgesetzten Untersuchungen haben indessen gezeigt, daB auch 
das Muskelsyntonin in saurer Lésung in ganz dhnlicher Weise 
zu den Enzymlésungen sich verhalt, und es kann wohl kaum 
einem Zweifel unterliegen, daB auch andere geléste Eiweibstoffe 
ein ahnliches Verhalten zeigen werden. Ich finde es deshalb auch 
sehr wahrscheinlich, daB diejenige «Pepsindigestion», die man 
an anderen geldsten Eiweifstoffen bei sog. «Salzsaéuredefizit» be- 
obachtet hat, keine reine Pepsindigestion, sondern in héherem 
oder niedrigerem Grade eine Chymosindigestion gewesen ist. 

Wenn meine Annahme von zwei verschiedenen, an eine 
verschiedene Reaktion des Mediums gebundenen Enzymwir- 
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kungen des Magensaftes richtig ware, kénnte man sich die 
Aufgabe dieser zwei Enzyme in folgender Weise vorstellen. 
Das Pepsin ist allerdings das kraftigste proteolytische Enzym 
des Magensaftes; neben ihm wirkt aber unter besonderen 
Verhialtnissen auch das Chymosin. Das letztere wirkt namlich 
bei denjenigen niedrigen Saéuregraden, bei welchen das Pepsin 
unwirksam ist, und durch das gleichzeitige Vorkommen dieser 
beiden, nahe verwandten proteolytischen Enzyme wird folglich 
die EiweiSverdauung im Magen bei allen Saéuregraden gesichert. 

Die Absonderung eines milchkoagulierenden Enzyms auch 
bei solchen Tieren, die nie im Leben Milch als Nahrung er- 
halten, wiirde nach einer solchen Vorstellung nicht langer etwas 
Befremdendes oder Ratselhaftes darbieten. Die Milchkoagulation 
durch Lab ware namlich nur ein spezieller Fall von Chymosin- 
wirkung und in physiologischer Hinsicht nicht der wichtigste. 
Die Wirkung des Chymosins auf Casein — wie auf das Legumin 
und mdglicherweise auch andere lésliche Eiweifstoffe — bei 
neutraler Reaktion kénnte namlich in der Natur dieser Eiweif- 
stoffe — etwa wie die Proteolyse des Caseins durch Erepsin — 
begriindet sein. Die milchkoagulierende Wirkung des Chymo- 
sins, welche der Mensch infolge ihrer grofen wirtschaftlichen 
Bedeutung als das Wesentliche betrachtet hat, ware — von 
der Saéuglingsperiode abgesehen — nach dieser Ansicht etwas 
fiir die Tierwelt im grofen und ganzen ganz Nebensichliches 
gegeniiber der Hauptaufgabe des Chymosins, ein bei der Eiweifi- 
verdauung im Magen mit dem Pepsin zusammenwirkendes 
Enzym zu sein. 

Man konnte ferner, in Ubereinstimmung mit der Ansicht 
von Nencki und Sieber, sich vorstellen, daf bei allen Tieren 
mit saurem Magensaft — Neugeborenen wie Erwachsenen — 
im Grunde dasselbe Enzym, namlich ein Enzymmolekiil mit 
zwei Gruppen von Seitenketten, die eine mit Chymosin- und 
die andere mit Pepsinwirkung abgesondert werde. Bei den 
neugeborenen Saugetieren ware aber die Anzahl der Chymosin- 
seitenketten viel gréSer als bei den erwachsenen, und sie 
nahme mit dem Alter ab, soda’ zuletzt nur typisches Pepsin 
mit schwiicherer Chymosinwirkung zuriickbliebe. Ubrigens ist 
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natiirlich auch die Modglichkeit nicht ausgeschlossen, dab 
wahrend des Wachstums der Tiere die Chymosingruppen etwas 
verdnderte Eigenschaften annehmen konnen, was ebenfalls die 
schwicher labende Wirkung des Pepsins erwachsener Tiere 
bedingen kénnte. 

Das eben von der etwaigen physiologischen Bedeutung 
des Chymosins fiir die Magenverdauung Gesagte ist in erster 
Linie als eine Arbeitshypothese zu betrachten. Als solche 
scheint sie mir aber berechtigt zu sein, und sie ist jedenfalls 
ein Ausgangspunkt meiner fortgesetzten Untersuchungen iiber 
die Wirkung der Magenenzyme auf anderes Eiweifi und Fleisch 
gewesen. 


Upsala, Januar 1918. 

















Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 


5. Mitteilung. 


Uber die Aufsepaltung des Purinringes durch Bakterien der 
menschlichen Darmfiora. 


Von 
S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller. 


(Aus der II, Med. Klinik Miinchen, F. Miiller.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. April 1918.) 


In friiheren Mitteilungen!) haben wir gezeigt, daB durch 
den menschlichen Diinndarmsaft der Polynucleotidkomplex der 
Hefenucleinsiure in Triphosphonucleinséure und Uridinphos- 
phorsdure aufgespalten wird. Die Triphosphonucleinsaure ist 
ein Trinucleotid, das sich aus den Nucleotiden der Guanosin- 
Adenosin-Cytidinphosphorsiure aufbaut. Die Uridinphosphor- 
siure ist das Mononucleotid des Uracils. Beide Korper sind 
in Wasser leicht léslich. Durch den Darmsaft wird somit das 
schwer wasserlésliche Polynucleotid jedenfalls durch hydro- 
lytische Auflésung der Phosphorséureanhydridbindungen des 
Polynucleotidmolekiiles in leicht wasserlésliche, einfachere 
Nucleotidkomplexe aufgespalten. Es ist ungeklairt, ob dieser 
hydrolytische Vorgang eine Funktion eines der bereits be- 
kannten Darm- oder Pankreasfermente ist oder ob er einem 
spezifischen Fermente, einer «Nucleotidacidase», zuzuschreiben 
ist. Ein nucleolytisches Ferment, eine Nuclease, die das Poly- 
nucleotidmolekiil in kleine Spaltstiicke aufspaltet, konnte bei 
unseren Versuchen nicht beobachtet werden, da es uns nie- 
mals gelang, freie Purine in der Verdauungsfliissigkeit nach- 
zuweisen. Die groBe Wasserléslichkeit der von uns aus der 


!! S. J. Thannhauser, Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 329 (1914); 
S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr., Bd. 100, 


S. 121 (1917). 
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Verdauungsfliissigkeit isolierten Nucleotidkomplexe der Tri- 
phosphonucleinsaure und der Uridinphosphorsaure la8t es wahr- 
scheinlich erscheinen, daB diese Spaltstiicke zur Resorption 
gelangen. Uber den weiteren Abbau des Purinanteiles der 
Nucleotide im intermediaéren Stoffwechsel gaben uns die sub- 
cutanen Injektionen der Nucleoside Adenosin und Guanosin') 
Aufschlu8. Die in den Purinzuckerverbindungen vorgebildeten 
Aminopurine werden zu 80 bis 100°/o als Harnséure ausge- 
schieden. Die Unzerstérbarkeit der Harnséiure im intermedi- 
aren Stoffwechsel wurde lange vor den Nucleosidinjektionen von 
Léwi,?) Soetbeer und Ibrahim,*) besonders von Wie- 
chowski*) und auch von Umber®) angenommen. Diese Forscher 
fiihrten parenteral Harnsaure teils subcutan teils intravenés 
zu und fanden die injizierten Harnséuremengen quantitativ im 
Harn wieder. Gegen diese Versuche fiihrte man an, daB die 
Harnsaure, wenn sie einmal im intermediaren Stoffwechsel 
gebildet ist, wohl nicht mehr weiter abgebaut werden k6nne, 
da8 aber eine Aufspaltung des Purinringes vor der Harnsaure- 
bildung bei den Vorstufen der Harnséure sehr wohl médglich 
ware. Dieser Einwand ist nunmehr durch die Resultate der 
Nucleosidinjektionen entkraftet und die Harnsiaure als das Stoff- 
wechselendprodukt des intermediaren Purinstoffwechsels anzu- 
sehen. Die im Darm zu wasserléslichen Komplexen aufge- 
spaltenen Polynucleotide werden, soweit sie als einfach zu- 
sammengesetzte Nucleotide zur Resorption gelangen, im inter- 
mediaren Stoffwechsel bei intakter Purinzuckerbindung des- 
amidiert und oxydiert und gelangen als Harnsiure zur Aus- 
scheidung. 

So eindeutig diese Resultate unserer Untersuchungen auch 
scheinen, so stehen sie dennoch im Widerspruch mit einer ex- 
perimentellen Feststellung, die von allen Untersuchern, welche 





1) S.J. Thannhauser und A. Bommes, Diese Zeitschr., Bd. 91, 
S. 336 (1914). 

*) Léwi, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 44, S. 1 (1900). 

*) Soetbeer und Ibrahim, Diese Zeitschr., Bd. 35, S. 1 (1902). 

*) Wiechowski, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 60, S. 185 (1909). 

°) Umber und Retzlaff, Kongr. f. inn. Med. 1910, S. 436. 
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bisher Nucleinstoffwechselversuche anstellten, gemacht wurde. 
Es wurde festgestellt, daf& sowohl bei einer oralen Nuclein- 
sduregabe als auch bei einer Thymusmahlizeit nur ein Bruch- 
teil der in diesen Substanzen vorgebildeten Purine als Harnsaure 
ausgeschieden wird. Auch bei oraler Gabe') von krystalli- 
sierten, reinen Purinen erscheinen ebenfalls nur 30 bis 45°/o 
der verfiitterten Purine als Harnséure im Urin und als unver- 
ainderte Purine im Kot wieder. Die gré8te Harnséiurevermeh- 
rung wurde bei oraler Gabe des relativ leicht wasserléslichen 
Hypoxanthins und die geringste Harnsauremehrausscheidung bei 
dem schwer léslichen Xanthin erzielt. Gegen Verfiitterungs- 
versuche von reinen Purinen als Kriterium fiir den Ablauf des 
Nucleinstoffwechsels mu8 der Einwand erhoben werden, daf& 
sie von unrichtigen Voraussetzungen ausgehen, da freie Purine 
beim physiologischen Stoffwechsel dem Darm weder zugefiihrt 
werden, noch auch im Darm durch fermentative Prozesse ent- 
stehen. Dieser Einwand besteht nicht bei der oralen Zufuhr 
von Nucleinséuren, die das Purin noch in intakter Purinzucker- 
bindung enthalten, und bei einer Briesmahlzeit. Die von den 
verschiedenen Forschern?) erhaltenen Harnséurewerte nach 
einer Briesmahlzeit oder nach Nucleinséuregabe schwanken 
zwischen 10 bis 50°/o. Die meisten Untersucher erhielten 
30 bis 35°/o der in den verfiitterten Nucleinen enthaltenen 
Purine als Harnsiure im Urin wieder. Dazu kommen noch 
1 bis 6°/o unverandert ausgeschiedene Purine im Kot. Das 
Harnsauredefizit bei diesen Versuchen ist, wenn man die Kot- 
purine noch den Harnséurewerten des Urines zurechnet, ca. 60°/o. 
Es ist verstéandlich, daB bei einem derartigen Harnsauredefizit 
der Purinbilanz das Bestehen einer intermediaren Urikolyse 
immer wieder angenommen wurde, zumal gleichzeitig mit den 
Nucleingaben die Gesamtstickstoffausscheidung und speziell die 
Harnstoffausscheidung*) in die Héhe geht und als Folge eines 


') Literatur bei Wiechowski «Analyse des Harns» (Neubauer- 
Huppert), Brugsch-Schittenhelm, «Der Nucleinstoffwechsel», Jena 
1910; Severin, Habilitationsschrift Breslau 1916. 

*) Siehe Zitat 1. 

*) Brugsch-Schittenhelm, «Der Nucleinstoffwechsel>, Jena 


1910, S. 44. 





s 
+ 
* 
* 
é 


| 




















Soest oe 7 














Experimentelle Studien tiber den Nucleinstoffwechsel. 5. Mittlg. 151 


intermediaren Harnsaéureabbaues angesehen werden kann. Eine 
eindeutige, experimentelle Aufklérung des Defizits in der Purin- 
bilanz des menschlichen Nucleinstoffwechsels konnte bei Ab- 
lehnung einer intermediaren Purino- oder Urikolyse bisher - 
nicht gegeben werden. Die Anschauung, daf ein Teil der 
zugefiihrten Nahrungspurine zum Kernaufbau verwendet wird, 
kann bei einem ausgewachsenen Individuum nur insoweit zu- 
treffen, als es sich um den Ersatz der stindig durch Zell- 
mauserung zu Verlust gehenden Purine handelt. Fiir die durch 
Zellabnutzungsvorgange zerfallenden und zum Abbau gelangen- 
den Nucleine diirfte eine annahernd Aquivalente Menge Nah- 
rungsnucleine zum Kernaufbau herangezogen werden, falls 
iiberhaupt die noch unbewiesene Annahme richtig ist, dab 
Nahrungspurine direkt zum Kernaufbau wieder verwendet 
werden. In der Purinbilanz sind dann die zum Aufbau ver- 
wendeten Mengen mit den abgebauten Mengen ausgeglichen, 
sofern nicht der Kérper durch Wachstum mehr aufbaut als 
zersetzt. Das letztere Moment wird bei einem erwachsenen 
Menschen nur in ganz beschranktem Ma8e der Fall sein und 
nur in geringem Grade fiir die Erklarung des Purindefizits des 
Stoffwechsels heranzuziehen sein. Brugsch,') der urspriing- 
lich mit Schittenhelm fiir das physiologische Bestehen einer 
intermediaren Urikolyse eintrat, zieht neuerdings ein anderes 
Moment zur Erklarung des Harnsauredefizits heran. Er nimmt 
an, dafi verschiedene Organe, besonders die Leber, Purine 
speichern und so einen Teil der exogenen Purine aufstapeln, 
um sie bei Fehlen der Nahrungsnucleine ins Blut wieder ab- 
zugeben. Eine itiberzeugende, experimentelle Begriindung dieser 
Hypothese konnte bisher nicht erbracht werden. Die beiden 
Faktoren «Kernaufbaupurin» und «Speicherungspurin» kénnen 
nach den bisherigen experimentellen Ergebnissen zum Ausgleich 
des Harnsduredefizits nicht in ausreichender Weise angefiihrt 
werden. Nach unserer Ansicht besteht, nachdem durch die 
parenterale Zufuhr von Harnsaéure und Nucleosiden die Un- 
zerstérbarkeit des Purinkerns im intermediaren Stoffwechsel 
wahrscheinlich wurde, wenig Aussicht, das Defizit in der Purin- 


1) Brugsch, Med. Klinik 1913. 
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bilanz durch Vorgiinge im intermediaren Zellstoffwechsel zu 
erklaren. Es scheint vielmehr derjenige Purinteil, der nicht 
als einfacher Nucleotidkomplex bei intakter Phosphorsaure- 
zuckerbildung zur Resorption gelangt, im Darme bereits eine 
Einwirkung zu erfahren, durch welche der Purinring aufge- 
spalten wird. Da Fermente des Darmes nach den bisherigen 
Untersuchungen eine Purinolyse nicht bewirken, so kénnte 
nur durch bakterielle Einwirkung eine derartige Verdinderung 
der Purine erzielt werden. Baginski') und Schindler?) 
stellten bereits vor mehr als 30 Jahren fest, da®B Purine durch 
Faulnisbakterien so tiefgreifend veraindert werden, da8 sie mit 
den gebrauchlichen Purinfallungsreaktionen nur in Spuren mehr 
nachzuweisen sind. Schittenhelm und Schrdéter’) unter- 
suchten in einer Reihe von Versuchen die Zersetzungsprodukte, 
welche durch Einwirkung von Bacterium coli, von einem Ge- 
misch der Darmflora und von Staphylokokken auf Hefenuclein- 
sdure produziert werden. Die beiden Autoren fanden, dai in 
der Hauptsache elementarer Stickstoff aus den Purinen bei der 
Zersetzung durch die Darmbakterien entstehe. Dieses tiber- 
raschende Ergebnis hat sich bei der Nachpriifung‘) als irr- 
tiimlich herausgestellt. — Sivén5) impfte Bouillonréhrchen 
mit Reinkulturen von coli und fand, da& der Gehalt der Bouillon 
an Purinen bereits nach 48 Stunden bis auf Bruchteile ge- 
sunken war. Durch die Versuche der genannten Untersucher 
war erwiesen, daf der Purinanteil der Nucleinsiuren durch 
die Darmflora zersetzt wird, jedoch wurde nicht mit Sicherheit 
festgestellt, welches stickstoffhaltige Abbauprodukt in der 
Hauptsache bei der bakteriellen Purinolyse entsteht. Fir die 
Beurteilung des menschlichen Nucleinstoffwechsels schien uns 
die Klarstellung der bakteriellen Purinolyse von Bedeutung. 





') Baginski, Diese Zeitschr., Bd. 8, S. 395 (1884). 

*) Schindler, Diese Zeitschr., Bd. 13, S. 441 (1889). 

*) Schittenhelm und Schréter, Diese Zeitschr., Bd. 35, S. 162 
(1902); Bd. 39, S. 203 (1903); Bd. 40, S. 62 u. 70 (1904); Bd. 41, S. 284 
(1904). 

*) C. Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 41, S. 3 (1904). 

’) Sivén, Pfligers Arch., Bd. 157, S. 582 (1914). 
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Gelingt es, durch Einwirkung von Bakterien der menschlichen 
Darmflora Purine in wesentlicher Menge zu einem Harnstoff- 
bildner abzubauen, so diirfte es wahrscheinlich sein, da& die 
bei oraler Gabe von Nucleinséiure beobachtete Mehrausschei- 
dung von Harnstoff und das Harnsduredefizit dem Einflu8 der 
Darmbakterien zuzuschreiben ist. 

In einer Reihe von Versuchen lieBen wir ein Gemisch 
von Darmbakterien in Lésungen wachsen, die als einzigen 
stickstoffhaltigen Bestandteil die Nucleoside Guanosin, Adenosin 
oder Inosin enthielten. Die Nucleoside sind fiir derartige Ver- 
suche besser geeignet als die freien Purine, da man die Nuc- 
leoside in wasseriger Lésung dem Nahrsubstrat zusetzen kann, 
wahrend man die Purine in alkalischer Losung oder als Ha- 
logensalze zugeben miufite und so die physiologischen Vor- 
bedingungen verandern wiirde. Gegeniiber den Nucleinsiuren, 
die sich ebenso in wasseriger Lésung anwenden liefen, bieten 
die Nucleoside den Vorteil, daf sie reine, krystallisierte K6rper 
sind. Quantitative Bestimmungen der festgestellten Abbau- 
produkte lassen deshalb eindeutige Riickschliisse auf die Menge 
der durch die Bakterien verinderten Purine zu. Die Nahr- 
losungen enthielten aufer dem jeweils zugesetzten Nucleosid 
nur anorganische Bestandteile und waren hinsichtlich der an- 
organischen Zusammensetzung einer Uschinski-Lésung nach- 
gebildet. Die Nahrldsung wurde jeden zweiten Tag mit einem 
Tropfen einer Aufschwemmung von Darmbakterien geimpft und 
im Brutschrank bei 37° gehalten. Die Aufschwemmung der 
Darmbakterien wird durch Impfen eines Bouillonréhrchens mit 
einer Ose frischen Stuhles und 24stiindigen Bebriitens bei 37° 
hergestellt und zu jeder Impfung frisch bereitet. 

Durch verschiedene Tastversuche haben wir zuerst fest- 
gestellt, daB die bakterielle Einwirkung auf die Nucleoside den 
Purinanteil weder zu Pyrimidinen noch zu einem Ureid zer- 
setzt. Wir erkannten bald, daB8 als hauptsichliches Endpro- 
dukt der bakteriellen Zersetzung der Purine durch die Darm- 
flora Ammoniak entsteht. Nach dieser Erkenntnis war die 
Methodik eine einfache, das entstandene Ammoniak quanti- 
tativ festzuhalten. In einer Reihe von quantitativen Bestim- 
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mungen konnten wir zeigen, dafB der Stickstoff der Nu- 
cleoside durch die Bakterienflora des menschlichen 
Darmes nach 20 Tagen zu 70 bis 100°/o in Ammoniak 
verwandelt ist. Gegen die Versuchsdauer von 20 Tagen 
kénnte man den Einwand erheben, da8 sie zu lang ist, um 
Riickschliisse auf die physiologischen Verhialtnisse bei der Darm- 
passage zu ziehen. Die lange Versuchszeit diirfte aber in 
Anbetracht des frugalen anorganischen Nahrbodens gerecht- 
fertigt erscheinen. Die bakterielle Purinolyse ist eine voll- 
stiindige. Das entstehende, stickstoffhaltige Endprodukt, das 
Ammoniak, ist ein Harnstoffbildner. Nach diesen Befunden 
diirfte es wahrscheinlich sein, daB nach oraler Nu- 
cleinsiuregabe bei Menschen ein wesentlicher Teil 
des Harnsduredefizits in der Purinbilanz und die 
gleichzeitige Harnstoffmehrausscheidung auf die bak- 
terielle Purinolyse im Darm zuritickzufiihren ist. 


Experimenteller Teil. 


Zu unseren Versuchen wurde eine Nihrlésung folgender 

Zusammensetzung benutzt. 
Destilliertes Wasser 700 ccm 
K,HPO, 2,3 g 
NaCl 6,0 » 
CaCl, 0,1 » 
MgSO, 0,3 », 

Zu dieser Lésung wurde als einziger organischer Be- 
standteil und als einziges stickstoffhaltiges Nahrsubstrat 1,5 g 
krystallisiertes Nucleosid (Guanosin, Adenosin oder Inosin), ') 
in 300 ccm heiBem Wasser gelést, zugesetzt. Die ganze Nahr- 
lésung, welche nunmehr 1000 ccm betragt, ist bei 37° klar. 
Sollten sich vor der Animpfung Spuren eines flockigen Nieder- 
schlages abscheiden, so wird von diesem abfiltriert. Man bringt 





') Adenosin und Guanosin stellten wir nach den Angaben von 
Levene und Jacobs (Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 42, S. 2703, 1909) 
her. Inosin wurde aus Liebigs Fleischextrakt gewonnen. Das in diesen 
Versuchen verwendete Inosin entstammt einem Praparat, das von dem 
einen von uns bereits vor 5 Jahren hergestellt wurde. Schmelzp. 215°. 
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die Lésung in einen Filtrierstutzen, der mit einem einfach 
durchbohrten Gummistopfen verschlossen ist, durch den ein 
Luftzuleitungsrohr bis auf den Boden des Gefifes reicht. Der 
Saugansatz des Filtrierstutzens mit der Nahrlésung wird mit 
einem zweiten ebenfalls mit durchbohrten Gummistopfen und 
Luftzuleitungsrohr versehenen kleineren Filtrierstutzen derartig 
verkuppelt, dai der Saugansatz des ersten Filtrierstutzens 
durch ein Gummischlauchchen mit dem Luftzuleitungsrohr des 
zweiten Filtrierstutzens verbunden ist. Der zweite, kleinere 
Stutzen dient als Vorlage und wird mit !/10-n-Saure und einigen 
Tropfen Methylorange als Indikator beschickt. Beide Stutzen 
wurden in einen Brutschrank von 37° gestellt und die Nihr- 
losung jeden zweiten Tag mit einer Aufschwemmung von 
Bakterien der Darmflora geimpft. Die Aufschwemmung der 
Darmbakterien wird zu jedem Impfen frisch hergestellt, indem 
man in ein Bouillonréhrehen eine Ose frischen Kotes gibt und 
24 Stunden bei 37° stehen laBt. Von dieser Aufschwemmung 
wird dann auf die Nahrlosung tiberimpft. In der Nahrlésung 
gehen die tiberimpften Bakterien bereits nach 24 Stunden 
reichlich an. Nach 3- bis 4-taégigem Stehen scheiden sich in 
der Nahrlésung geringe Mengen eines krusigen, mikrokrystalli- 
nischen Niederschlages aus, die im Verlauf des Versuches 
wieder in Lésung gehen. Nach 20tagigem Stehen ist die Nahr- 
lésung von den gewachsenen Bakterien stark getriibt. Am 
Boden der Fliissigkeit hat sich ein geringer Bodensatz abge- 
setzt. Die beiden verkuppelten Stutzen werden aus dem Brut- 
schrank herausgenommen, und mit einer Wasserstrahlpumpe 
24 Stunden Luft durchgesaugt, sodaB ein Teil des entstandenen 
Ammoniaks durch die im kleinen Stutzen vorgelegte Saure 
gebunden wird. Da der gréfere Teil des entstandenen Ammo- 
niaks in der Nahrldsung durch das Kaliumphosphat chemisch 
gebunden ist und durch einfaches Luftdurchleiten nicht aus- 
getrieben wird, mu8 man die ganze Lésung stark alkalisch 
machen und abermals Luft durchleiten. Kiirzer und einfacher 
verfahrt man, wenn man 20 cem der Nahrlésung nach dem 
Luftdurchsaugen abpipettiert und in dieser kleinen Menge das 
Ammoniak durch Alkalischmachen mit fester Krystallsoda und 
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Ubertreiben in eine Vorlage von 20 ccm '/10-n-Saure bestimmt. 
Der durch einfaches Luftdurchsaugen in der ersten Vorlage und 
der durch die eigentliche Ammoniakbestimmung gefundene Wert 
wird addiert. Da aufer den Nucleosiden kein anderer stickstoff- 
haltiger Kérper in der Nahrlésung vorhanden war, so kann der 
auf diese Weise bestimmte Ammoniakstickstoff nur aus dem 
Purinanteil der Nucleoside stammen. 


Versuch 1. 


1000 cem Nahrlésung mit 1,5 g Guanosin werden 20 
Tage jeden 2. Tag mit Darmbakterien geimpft und in der 
beschriebenen Apparatur im Brutschrank bei 37° stehen gelassen. 
Die Verarbeitung geschieht in der angegebenen Weise. 

Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 250 ccm !/10-n-Saure 
werden nach 24 stiindigem Luftdurchleiten 240 ccm !/10-n-Lauge 
benotigt. 

Verbraucht wurden also 10 ccm 1/10-n-Saéure = 0,014 gN. 
20 ccm der Nahrlésung wurden mit fester Krystallsoda kalt 
gesattigt, 20 ccm 1/10-n-Saéure vorgelegt und 24 Stunden Luft 
durchgeleitet. (Vor die Luftzuleitungsrdhre der Nahrlésung 
wird bei allen Versuchen eine Waschflasche mit verdiinnter 
Salzsaure zur Absorption des atmospharischen Ammoniaks 
gelegt.) Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 20 ccm 2/10-n- 
Saure werden 16,5 ccm !/10-n-Lauge bendtigt. 

20 cem Niahrlésung verbrauchen somit 3,5 ccm 1J/10-n- 
Saure = 0,0049 g N. 

In 1000 ccm Nahrlésung sind 0,245 g N als Ammoniak- 
stickstoff enthalten. Als Gesamtammoniakstickstoff wurden 
gefunden 0,014 g N + 0,245 g N = 0,259 g N. 

Da in 1,5 g Guanosin 0,3701 g N enthalten 
sind, entspricht der als Ammoniakstickstoff gefun- 
dene Wert von 0,259 g N 70°/o des im Guanosin ent- 
haltenen Stickstoffs. 


Versuch 2. 


1000 cem Nahrlésung mit 1,5 g Guanosin werden 14 
Tage jeden 2. Tag mit Darmbakterien geimpft und in der an- 
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gegebenen Weise behandelt. Zum Zuriicktitrieren der vorge- 
legten 250 ccm 1/10-n-Séure werden nach 24stiindigem Luft- 
durchleiten 240 ccm '/10-n-Lauge bendtigt. 

Verbraucht wurden also 10 ccm !/10-n-Saéure = 0,014 g N. 
20 ccm der Niahrlésung wurden mit Krystallsoda kalt gesiattigt, 
20 cem !/10-n-Saéure vorgelegt und 24 Stunden Luft durchge- 
leitet. Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 20 ccm '!/10-n- 
Sdure wurden 16,6 ccm n-Lauge bendtigt. 

20 ccm Nahrlésung verbrauchen somit 3,4 ccm 1/10-n- 
Saure = 0,00476 g N. 

In 1000 ccm Nahrlésung sind 0,238 g Stickstoff als 
Ammoniakstickstoff enthalten. 

Als Gesamtammoniakstickstoff wurden gefunden 0,014 g N 
+ 0,238 g N = 0,252 g N. 

Dain1,5g Guanosin0,3701 gN enthalten sind, ent- 
spricht der als Ammoniakstickstoff gefundene Wert 
von 0,252 g N 67°%o des im Guanosin enthaltenen 
Stickstoffs. 

Versuch 3.) 


1000 ccm Nahrlésung mit 1,5 g Adenosin werden 20 
Tage jeden 2. Tag mit Darmbakterien geimpft und in der an- 
gegebenen Weise behandelt. 

Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 100 ccm !/10-n-Saure 
werden nach 24stiindigem Luftdurchleiten 7 ccm '!/10-n-Lauge 
bendtigt. 

Verbraucht wurden somit 93 cem 1/10-n-Séure = 0,1302 g 
N. 20 ccm der Nahrlésung wurden mit Krystallsoda kalt 
gesattigt, 20 ccm '/10-n-Saéure vorgelegt und 24 Stunden Luft 
durchgeleitet. Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 20 ccm 
1/1o-n-Saure wurden 17 ccm !/10-n-Lauge bendtigt. 

20 ccm Niahrlésung verbrauchen somit 3 ccm !/10-n-Saure 
= 0,0042 g N. 

In 1000 ccm Nahrlosung sind 0,210 g N als Ammoniak- 
stickstoff enthalten. Als Gesamtammoniakstickstoff wurden ge- 
funden 0,1302 g N + 0,210g N = 0,3402 g N. 

*) Herr Dr. Otto Wuth hatte die Liebenswiirdigkeit, diesen Ver- 
such auszufiihren. 
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Da in 1,5 g Adenosin 0,3933 g N enthalten sind, 
entspricht der als Ammoniakstickstoff gefundene 
Wert von 0,3402 g N 87°%/o des im Adenosin enthal- 
tenen Stickstoffs. 


Versuch 4. 


1000 ccm Nahrlésung mit 1,5 g Inosin (Hypoxantho- 
sin) wurden 20 Tage jeden 2. Tag mit Darmbakterien geimpft 
und in der angegebenen Weise behandelt. 

Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 200 ccm !/10-n-Saure 
wurden 200 cem !/10-n-Lauge verbraucht. Ammoniakstickstoff 
in der Vorlage = 0. 

20 ccm der Nahrlésung werden mit Krystallsoda kalt 
gesattigt, 20 ccm !/10-n-Séure vorgelegt und 24 Stunden Luft 
durchgeleitet. 

Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 20 ccm '/10-n-Séure 
werden 15,7 ccm !/10-n-Lauge benotigt. 

20 ccm der Nahrlosung verbrauchen somit 4,3 ccm !/10-n- 
Sdure — 0,0062 g N. 

In 1000 ccm Nahrlésung sind also 0,310 g Stickstoff als 
Gesamtammoniakstickstoff enthalten. 

Da in 1,5g Inosin 00,3134 g N enthalten sind, 
entspricht der als Ammoniakstickstoff gefundene 
Wert von 0,310 g N 100°/o des im Inosin enthaltenen 
Stickstoffs. 


Versuch 5B. 


1000 ccm Nahrlésung mit 1,5 g Guanosin, die an 
Stelle von 2,3 g Bikaliumphosphat die gleiche Menge Mono- 
kaliumphosphat enthélt, wurde in der gleichen Weise verar- 
beitet wie die vorhergehenden Versuche. Wie vorauszusehen 
war, befand sich in der Vorlage wegen des in der Nahrloésung 
enthaltenen Monokaliumphosphates kein absorbiertes Am- 
moniak, 

25 cem vorgelegte 4/10-n-Saéure verbrauchte 25 ccm 1/10-n- 
Lauge. Das entstandene Ammoniak wird in der Nahrlésung 
durch das Monokaliumphosphat chemisch gebunden. 
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20 ccm Nahrlésung werden mit Krystallsoda kalt gesattigt, 
20 ccm '/10-n-Saéure vorgelegt und 24 Stunden Luft durchge- 
leitet. Zum Zuriicktitrieren der vorgelegten 20 ccm !/10-n-Séure 
werden 16 ccm !/10-n-Lauge bendtigt. 

20 ccm der Nahrlésung verbrauchen somit 4 ccm !/10-n- 
Saure = 0,0056 g N. 

In 1000 ccm Nahrlésung sind 0,280 g N als Gesamt- 
ammoniakstickstoff enthalten. 

Da in 1,5 g Guanosin 0,3701 g N enthalten sind, 
entspricht der als Ammoniakstickstoff gefundene 
Wert von 0,280 g N 76°/o des im Guanosin enthal- 
tenen Stickstoffs. 





Energische Oxydation des Cholesterins mit Salpetersaure. 
Von 
Adolf Windaus. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium G$Ottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1918.) 


Schon vor langerer Zeit haben Mauthner und Suida’) 
die Einwirkung heifer Salpetersdure auf Cholesterin stu- 
diert und hierbei amorphe Sdauren erhalten, die vielleicht die 
Formel C,,H,,O, und C,,H,,O, besitzen und als Carboxylderi- 
vate von gesattigten cyklischen Kohlenwasserstoffen C,H, auf- 
zufassen sind. Leider ist es nicht gelungen, die Sauren selbst 
oder eines ihrer Derivate in krystallisierter Form zu gewinnen, 
sodaf die Einheitlichkeit dieser Stoffe zweifelhaft ist. 

Auch ich bin diesen Sauren, die das Hauptprodukt der 
Einwirkung von Salpeterséure auf Cholesterin darstellen, wieder- 
holt bei Oxydationsversuchen begegnet; neben ihnen entstehen 
aber in geringer Menge noch andere Stoffe, die leichter zu 
charakterisieren sind und tiber die ich kurz berichten will: 

Die Oxydation geschah in folgender Weise: In einem 
Kolben mit eingeschliffenem Kiihler wurden 15 g Cholesterin 
mit 300 g Salpeterséure (Gemisch aus 1 T. rauchender 1,525 
und 3 T. konz. 1,4) tibergossen; das Cholesterin verfliissigte 
sich nach kurzer Zeit, und an der Oberfliche sammelte sich 
ein gelbes Ol an, das allmahlich eine griine Farbe annahm; 
dabei entwickelten sich in reichlicher Menge Oxyde des Stick- 
stoffs. In der Kalte trat dann keine weitere Reaktion ein; es 
wurde darum vorsichtig erwarmt, dabei ging das griine Ol 
allmahlich in Lésung und nach halbstiindigem Kochen hatte 
sich eine gleichformige Lésung gebildet, wahrend standig grofe 
Mengen roter Dampfe entwichen. Nach mehrstiindigem Kochen 





‘) Monatshefte fiir Chemie, Bd. 24, S. 175 (1903). 
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zeigten sich im Kihlrohr Oltropfen und nach sechzehnstiindiger 
Einwirkung schien die Oxydation vollendet. Es wurde darum 
unterbrochen und, um die fliichtigen Produkte zu gewinnen, 
etwa die Halfte der Losung abdestilliert. (Destillat I.) Das 
Destillat I wurde mit Pottasche neutralisiert und wiederum der 
Destillation unterworfen. Schon mit den ersten Kubikzentimetern 
Flissigkeit gingen farblose Oltropfen iiber, die in der Vorlage 
oder schon im Kiihler zu Krystallen von kampferahnlichem Aus- 
sehen erstarrten; diese sind beim Liegen an der Luft ziemlich 
fliichtig, sie sind unléslich in Wasser und Natronlauge, leicht 
léslich in organischen Lésungsmitteln. Der Schmelzpunkt liegt 
bei 52°. Die beobachteten Eigenschaften passen gut auf das 
Dinitroisopropan (CH,),C(NO,), und tatsachlich liegt, wie 
die Analyse beweist, diese Verbindung vor. 

0,1581 g Substanz : 29,4 ccm N (iiber 25°/o Kalilauge aufgefangen, 19° 

und 741 mm). 
C,H,O,N,. Ber.: 20,90°%o N Gef.: 20,82 °/o N. 

Das Dinitroisopropan entsteht, wie Bredt!) gezeigt hat, 
bei energischer Einwirkung von Salpetersdure auf Verbindungen 
mit einer Isopropylgruppe z. B. auf Isovaleriansaure. 

Um auch die sauren fliichtigen Produkte zu gewinnen, 
wurde das neutralisierte Destillat I mit Schwefelsaéure bis zur 
deutlichen Reaktion auf Tropéolinpapier angeséuert und 
wiederum destilliert. Das neue Destillat wurde eine viertel 
Stunde mit Silbercarbonat gekocht, wobei sich metallisches 
Silber abschied; die heif filtrierte Fliissigkeit wurde im Vakuum 
verdunstet und hinterlie} etwa 2 g eines Silbersalzes, das in 
Nadeln krystallisierte und bei der Analyse folgende Zahlen gab. 

0,1511 g Substanz : 0,0965 g Ag 
C,H,O,Ag. Ber.: 64,63°0 Ag 
C,H,O,Ag. » : 59,62%o Ag 

Gef.: 63,87°/o Ag. 

Es geht daraus hervor, daB bei weitem die Hauptmenge 
der fliichtigen Sauren aus Essigsadure bestand. 

Nach Abtrennung der fliichtigen Bestandteile wurde die 
salpetersaure Lésung in einer Platinschale unter 6fterem Zusatz 





‘) Chem. Ber., Bd. 15, S. 2323 (1882). 
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von Wasser eingedampft, um die Salpetersdéure zu entfernen. 
Der Riickstand bestand aus einem gelben Sirup, der auf Zusatz 
von viel Wasser etwas zahes Harz abschied. Die nach Ab- 
trennung des Harzes gewonnene wisserige Lésung wurde mit 
Kalkmilch neutralisiert, der gebildete Niederschlag, der reich 
an oxalsaurem Calcium war, abfiltriert und das Filtrat mit 
Bleiacetat versetzt, so lange noch ein Niederschlag entstand. 
Auch diese Fallung, die die Bleisalze der eingangs erwaéhnten 
Saduren C,,H,,O, und C,,H,,O, enthalt, wurde abfiltriert und 
das Filtrat mit verdiinnter Schwefelsiure in geringem Uber- 
schu8 versetzt. Nach Abtrennung des ausgefillten Bleisulfats 
wurde die Losung konzentriert und dann im Extraktionsapparat 
erschépfend mit Ather extrahiert. Die weitere Untersuchung ge- 
schah nach einem von Bouveault’) angegebenen Verfahren. 
Der eingedampfte Atherextrakt wurde in eine Retorte gebracht 
und zunéchst im Luftbad auf etwa 220° erhitzt, dann wurde er 
erkalten gelassen, die Retorte auf etwa 20 mm Druck evakuiert 
und langsam bis auf 170° erhitzt. Hierbei wurde ein Destillat 
(A) erhalten. Nunmehr wurde die Temperatur allméhlich auf 
250° gesteigert und so ein weiteres Destillat (B) gewonnen. 
Destillat A wurde in heiem Wasser gelést und mit 
Barytwasser in geringem Uberschuf versetzt und eingekocht. 
Hierbei schied sich allmahlich ein schwer lésliches Baryumsalz 
ab, das quantitativ mit verdiinnter Schwefelsdure zersetzt 
wurde. Die von Ba und SO, freie Lésung wurde auf ein 
kleines Volumen eingedampft und schied hierbei Krystalle ab, 
die bei 181° schmolzen. Nach dem Umkrystallisieren aus 
wenig Wasser stieg der Schmelzpunkt auf 185°. Die Krystalle 
sind stickstofffrei, leicht léslich in heiSem Wasser und Alkohol, 
schwer ldslich in absol. Ather, unliéslich in Benzol und Petrol- 
aither. Wie die Analyse zeigte, liegt Bernsteinsaure vor. 


0,1336 g Substanz : 0,1971 g CO,, 0,0643 g H,0. 
C,H,0,. Ber.: 40,67°/o C 5,12°%o H 
Gef.: 40,25°%o C 5,39°%/o H. 


Das Filtrat des bernsteinsauren Baryums wurde mit Salz- 
siure angesduert und wiederum erschOpfend mit Ather extra- 





') Bull. Soc. chem, France (III), Bd. 19, S. 562 (1898). 
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hiert. Der Atherextrakt hinterlie8 heim Eindunsten einen geringen 
Riickstand, der mit kochendem Benzol behandelt wurde. Der 
nach dem Erkalten ungelést bleibende Anteil bestand aus fast 
reiner Bernsteinsiure; die benzolische Lésung wurde mit viel 
Petrolather vermischt und lieB allmahlich und in geringer 
Menge ein Krystallpulver ausfallen, das noch zweimal auf die- 
selbe Weise umkrystallisiert wurde. Die so erhaltenen Kry- 
stalle waren leicht léslich in Wasser, Alkohol und Aceton, 
schwer léslich in Benzol, unldéslich in Petrolather. Ihr Schmelz- 
punkt lag bei 107—109 °. 


Analyse: 
4,017 mg Substanz : 6,67 mg CO,, 2,15 mg H,0. 
C.H,O,. Ber.: C 45,45 °o H 6,11 °/o 
Gef.: C 45,29%>o H 5,99%o. 
Titration: 
; 0,0880 g Substanz verbrauchten 13,3 ccm "/:0-Lauge. 
Aquivalentgewicht fiir C,H,O, (zweibasisch). Ber.: 66. Gef.: 66. 

Der Stoff ist also eine zweibasische Saure der Formel 
C,H,O,. Da es sich nach der Art der Gewinnung nicht um 
eine substituierte Malonséure handeln kann, kommt nur noch 
Glutarséure und Methylbernsteinsaéure in Betracht. Glutarséure 
schmilzt bei 97,5°, Methylbernsteinsaure bei 112°. Zweifellos 
besteht die hier vorliegende Saure wesentlich aus Methyl- 
bernsteinsdure. 

Das Destillat B wurde ebenfalls in heiiiem Wasser ge- 
lost, filtriert, zur Trockne eingedampft und der Riickstand aus 
Benzol und Petrolather umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt 
der erhaltenen Krystalle lag zunachst bei 70° und stieg nach 
wiederholter Reinigung bis auf 77°, wo er konstant blieb. 

Analyse:'*) 
3,970 mg Substanz : 7,155 mg CO,, 2,33 mg H,0. 
C.H,,0,. Ber.: C 49,31 °/o H 6,90 °/o 
Gef.: C 49,15 %/o H_ 6,57 °/o 
Titration: 


0,1635 g Substanz verbrauchten 22,0 ccm 2/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht fiir C,H,,0, (zweibasisch). Ber.: 73. Gef.: 74. 





1) Fiir die Ausfiihrung der Mikroanalysen nach Pregl danke ich 
Herrn Dr. Lieb-Graz Vielmals. 
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Auf Grund des Schmelzpunkts, der Analyse und der 
Titration ist es nicht zweifelhaft, daB die hier erhaltene Saéure 
reine a-Methylglutarsa&ure ist. Auch das Verhalten gegen 
Lésungsmittel entspricht ganz den Angaben der Literatur tiber 
a-Methylglutarsaure. 

Die Ausbeuten an Bernsteinséure sind ziemlich ge- 
ring, an Methylbernsteinséure und a-Methylglutarséure sehr 
gering, so daB ich tiber 300g Cholesterin oxydieren muBte, 
um geniigend Material zur Charakterisierung der Sauren zu 
erhalten. 

Vor einigen Jahren haben Resau und ich?) gezeigt, daB 
bei der Oxydation des Cholesterins Aceton und Methyl- 
heptanon entstehen, und haben angenommen, daB eine Iso- 
oktylseitenkette im Cholesterin vorhanden sein kénnte. Eine 
Formel, die mit dieser Annahme in Kinklang steht, sei hier 


wiedergegeben : 


CH, 
H,C—HC” “Gi 9) 7 6) 5) 4) 2 YX 





IV 
H. H H H. H H 
CH cH—cH cho cle cle of cy 
H,C/ \ cH” | : 
on Med; Ct cH, 
HC/ CHA ei 
H.C. CHL CH 
CH CH 
| 
HO 


Wahrend Mauthner und Suidas Sauren C,,H,,0, und 
C,3;H,,0, noch den Ring III oder IV des Cholesterins enthalten, 
kénnten die niedrig molekularen Produkte, die bisher beim 
Abbau des Cholesterins erhalten worden sind, aus dieser Iso- 


oktylseitenkette hervorgehen, und zwar 
1. Dinitroisopropan aus Kohlenstoffatom 1—3 


2. Aceton > > 1—3 
3. Oxyisobuttersaure*?) » > 1—4 
4, Bernsteinsadure > > 4—7 
5. Methylbernsteinsaure » > 5—9 





') Berl. Ber., Bd. 46, S. 1246 (1913). 
*) Berl. Ber., Bd. 41, S. 2567 (1908). 
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6. a-Methylglutarsaure aus Kohlenstoffatom 4—9 
7. Methylheptanon > > 1—8 
8. Oktan!) > » 1—8. 


Zu interessanten Ergebnissen fiihrt schlieBlich ein Ver- 
gleich mit den Produkten, die aus der Cholsaure bei energischer 
Oxydation von Salpeterséure erhalten worden sind. 

Wahrend Dinitroisopropan hierbei nicht entsteht, da 
der Cholsdure die Isopropylgruppe des Cholesterins fehlt,?) sind 
Bernsteinsadure und a-Methylglutarsaéure von Panzer’>) 
mit Sicherheit unter den Oxydationsprodukten der Cholsaure 
aufgefunden worden; auch das Baryumsalz einer Siure C,H,0,, 
die wohl Methylbernsteinsdure sein kénnte, hat derselbe 
Forscher erhalten. 





1) Monatshefte f. Chemie, Bd. 17, S. 42 (1896). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 167 (1917). 
3) Diese Zeitschr., Bd. 60, 5.376 (1909). 





— SH SS 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 12 











Zur Kritik der klinischen Verwertbarkeit von Gefrierpunkts- 
untersuchungen. 


Von 


Fritz Eigenberger. 





(Aus der medizinischen Universitatsklinik R. v. Jaksch in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1918.) 





Als relativ einfache Methode zur Ermittelung der os- 
motischen Konzentration ist die Gefrierpunktsbestimmung friih- 
zeitig in der Medizin verwendet worden. Es zeigte sich in Uber- 
einstimmung mit anderen Mefmethoden, da8 Schwankungen 
im osmotischen Druck im lebenden Organismus bei physio- 
logischen und auch pathologischen Zusténden nur innerhalb 
ziemlich enger Grenzen stattfinden. 

Wohl gelingt es im Tierversuch(!) durch entsprechende 
Kochsalzzufuhr recht betrachtliche Erniedrigungen des Gefrier- 
punktes im Blute zu erzeugen, aber derartige Ausschlage kommen 
bei pathologischen Zusténden nie in Betracht und sind nur 
durch sehr stark eingreifende Experimente zu erzielen. 

Die groBe Féahigkeit des Organismus, die osmotische 
Konzentration des Blutes und der Gewebe konstant zu erhalten, 
mu8 wohl in erster Linie durch die Méglichkeit, reversible Kolloid- 
lonen eventuell auch Kolloid-Molekularbindungen zu_ bilden, 
erklirt werden. Ob diese Bindungen als rein chemische oder 
physikalisch-chemische anzusehen sind, mite in jedem ein- 
zelnen Falle festgestellt werden. Wéahrend bei gewissen [onen, 
insbesondere bei +-H und — OH, chemische Bindungen mit 
dem Eiweiimolekiil angenommen werden, spielen sicher aufer 
diesen physikalische adsorptive Bindungsvorgange, die mit dem 
Dispersitatsgrade der Kolloide variieren, eine grofe Rolle. 
Diese Regulationen der osmotischen Konzentration finden natur- 
gemaf% in erster Linie in der Zelle, im lebenden Protoplasma 
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statt. Inwieweit die Kolloide des Blutplasmas daran beteiligt 
sind, ist derzeit schwer zu entscheiden. 

Die Verhiltnisse liegen jedenfalls sehr kompliziert. Es 
handelt sich durchwegs um héchst heterogene Systeme, in 
denen kolloidale, ionisierte und molekulardisperse Phasen den 
osmotischen Druck in der mannigfachsten Weise beeinflussen, 
wobei entsprechend den steten Lebensprozessen nie ein Gleich- 
gewichtszustand zwischen den verschiedenen Phasen bestehen 
bleibt. Der gemessene osmotische Druck erlaubt natiirlich 
gar keinen Schlufi auf den Zustand und die Verteilung der 
einzelnen Phasen. Es scheint daher etwas zu verallgemeinernd, 
wenn man z. B. gewisse pharmakologische Wirkungen, die mit 
Anderung des osmotischen Druckes einhergehen, nur durch 
diese Anderungen erklaren will. Zustandsanderungen chemi- 
scher oder physikalisch-chemischer Natur bei den einzelnen 
Phasen spielen sicher die wichtigste Rolle. Und diese Zustands- 
anderungen kdnnen in verschiedenster Kombination gleiche 
osmotische Effekte herbeifiihren. 

Wahrend unterhalb gewisser Konzentrationen fiir Mole- 
kularl6sungen und, wenn man den Dissoziationsgrad in Betracht 
zieht, mit grofer Annaherung auch fiir ionisierte Lésungen die 
Gasgesetze gelten, zeigen kolloidale Lésungen ein durchaus 
anderes Verhalten. Gefrierpunktsdepressionen werden bei reinen, 
salzfreien Kolloiden nicht beobachtet, wohl aber haben sie 
einen direkt mefSbaren osmotischen Druck. Wie sehr dieser 
unter den verschiedensten Bedingungen variiert, zeigen beson- 
ders die Untersuchungen von R. 5S. Lillie(?), Reid(’), Biltz 
und v. Vegesack(*) und Ducleaux(*). 

Ich habe nun versucht, mit der Gefrierpunktsmethode 
das osmotische Verhalten von Kolloiden -+- verschiedenen 
molekularen und ionisierten Lésungen festzustellen, mit beson- 
derer Beriicksichtigung von normalen und pathologischen Blut- 
seren. Zundchst mufis bemerkt werden, dafi Messungen der 
osmotischen Konzentration aus der Gefrierpunktsdepression 
keineswegs auch bei exaktester Methodik die direkten Mes- 
sungen des osmotischen Druckes ersetzen kénnen. Entspricht 
doch einer Gefrierpunktsanderung um 0,001 ° C. eine osmotische 

12* 
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Druckdifferenz von 9,2 mm Quecksilber; und die Fehlerdiffe- 
renzen bei der Gefrierpunktsmethode sind bei exakter Arbeit 
schwer unter 0,005° C. zu erhalten. Gewi® kénnen Schwan- 
kungen im osmotischen Druck um einige Millimeter Queck- 
silber bei der grofen Zustandslabilitét der Kolloide auf die 
allerverschiedensten Bedingungen zuriickzufiihren sein; aber 
anderseits miissen schon geringe Schwankungen des osmo- 
tischen Druckes, hauptsachlich wegen der ihnen zugrunde 
liegenden Zustandsinderungen der Kolloide eine groBe Bedeu- 
tung fiir den Zellstoffwechsel haben. 

Bei den Bestimmungen verwendete ich den gebrauchlichen 
Beckmannschen Gefrierpunktsapparat mit elektromagnetisch 
betriebenem Riihrer, um stets unter mdglichst gleichen Be- 
dingungen zu arbeiten. Es wurden immer zunichst einige 
Vorbestimmungen gemacht, dann die dufere Kaltemischung 
um nur 1° C. tiefer gehalten als der zu erwartende Gefrier- 
punkt und wenn der Quecksilberfaden des Beckmannschen 
Thermometers den durch Versuche mit moéglichster Annaherung 
ermittelten Gefrierpunkt passierte, sofort die Impfung mit der 
festen Phase vorgenommen. So konnten sehr geringfiigige und 
immer gleiche Unterkiihlungen von 0,1° C. erzeugt und durch 
die langsame Abkiihlung gleichzeitig der Fehler der Nachwir- 
kung am Thermometer vermieden werden. Dem durch die 
Trigheit des Quecksilberfadens mdglichen Fehler wurde durch 
haufiges seitliches Beklopfen des Thermometers entgegengear- 
beitet. Die auf diesem Wege gefundenen Werte differierten 
um héchstens 0,005° C. und es wurde immer das arithmetische 
Mitte] aus 4 Hauptbestimmungen genommen (der wahrschein- 
liche Fehler des Resultates berechnete sich fiir 3°/o Harnstoff- 
lésungen bei 10 Bestimmungen auf + 0,0014). 

Zunichst wurden moglichst salzfrei dialysierte zweipro- 
zentige Gelatine- und Stdrkelisungen verwendet. Beide zeigten 
keine Gefrierpunktdepression. Zusatz von Molekulardispersionen 
(Harnstoff, Traubenzucker in 5°/oigen Losungen zu gleichen 
Teilen mit den Kolloidlésungen) ergaben eine nur um weniges 
die Fehlergrenze iiberschreitende Abnahme der Gefrierpunkts- 
depression gegeniiber der berechneten. Zusatz beider Mole- 
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kularl6sungen und zwar im Verhiltnis 1 Kolloid +- 0,5 Harn- 
stofflisungen ++ 0,5 Glukoselésung ergab das gleiche Resultat. 
Siehe Tabelle 1. Ob man diesen geringfiigigen Abweichungen 
Beobachtung schenken soll, ist nicht ohne weiteres zu ent- 
scheiden. Jedenfalls sind es kaum zufallige Schwankungen, 
weil sie nicht nach der anderen Seite hin auftraten; und auf 
den osmotischen Druck umgerechnet ergeben sie doch be- 
merkenswerte Anderungen. Da die Ursache nicht in der 
Molekularlésung zu suchen ist, ergab die Kontrollbestimmung 
mit Wasser an Stelle des Kolloids. Die Erklérung der leichten 
Abnahme des osmotischen Drucks léB8t sich wohl am zwang- 
losesten durch Annahme einer Adsorption an die Kolloide 
Phase geben. 

Wechselnder waren die Resultate bei Verwendung von 
Elektrolyten. Es wurden wieder mit den gleichen Gelatine- 
und Starkelésungen folgende Versuche ausgefiihrt: Zusatz von 
NaCl. Es wurden steigende Konzentrationen von Kochsalz 
zugesetzt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 wiedergegeben. 
Siehe Tabelle 2. 

Man ersieht hieraus, daB die Gefrierpunktsdepressionen 
im Vergleich zu den berechneten Werten auch nur wenig ge- 
ringer sind. Die Ursache der Verringerung muf in einer Ab- 
nahme der Zahl der freien, osmotisch wirksamen Teilchen 
gelegen sein. Eine Abnahme des Dissoziationsgrades ist kaum 
anzunehmen, sondern es kommt wieder eher eine Bindung von 
NaCl-Ionen mit dem Kolloid in Betracht. Bemerkenswert er- 
scheint, dafi bei der Starkelésung besonders kleine und eigent- 
lich erst mit steigender Konzentration von Kochsalz einiger- 
mafien sichtbare Abweichungen zu erkennen sind. 

Zusatz von Alkali. Es wurde wie friiher vorgegangen. 
Wieder machte sich ein und zwar diesmal deutlicher Unter- 
schied zwischen Starke- und Gelatinelésung geltend. Es gab 
wohl auch die Starke-Alkalilésung geringere Gefrierpunkts- 
depressionen, als nach der Berechnung zu erwarten ware, 
aber die Ausschlige sind lange nicht so grofe, wie bei Gela- 


1) Lésliche Starke nicht durch Dialyse gereinigt zeigt nach Frie- 
denthal(*) eine nachweisbare Gefrierpunktsdepression. 
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tine. Bei letzterer war die Dauer der Einwirkung nicht ohne 
Einflu8; wurde sofort nach KOH-Zusatz kryoskopiert, so fand 
sich im allgemeinen eine stirkere, d. h. dem berechneten Werte 
genaherte Gefrierpunktsdepression; nach einstiindiger, noch 
deutlicher nach sechs- und mehrstiindiger Einwirkung war die 
Gefrierpunktsdepression viel geringer. In einem Falle be- 
obachtete ich sonderbarerweise eine starkere Gefrierpunkts- 
depression, als selbst nach der Rechnung zu erwarten stand; 
nach einhalbstiindigem Stehen aber verhielt sich das Gemisch 
genau wie die tibrigen. Ich bin mir keiner besonderen, ab- 
weichenden Versuchsbedingungen bewuBt, aufer daf die KOH- 
Lisung erst im Gefrierapparate zugesetzt und sofort die Be- 
stimmung vorgenommen wurde, wiéhrend sonst immer einige 
Zeit verstrich. Wa&ahrend der zunichst angegebene Einfluf der 
Zeit auf die Gefrierpunktsdepression wahrscheinlich seine Ur- 
sache in einer allmahlichen Bindung von KOH an Eiweif hat, 
wire eventuell der erwaéhnte tiefere Wert durch die Versuchs- 
ergebnisse von R. 8S. Lillie zu erklaren. Dieser Forscher fand 
bei direkter Messung eine starke Steigerung des osmotischen 
Druckes der Gelatineldsung auf Zusatz von Lauge (Lauge 
inner- und auberhalb des Osmometers zugesetzt). Diese Stei- 
gerung wiirde in dem gefundenen tieferen Gefrierpunkt seinen 
Ausdruck finden zu einer Zeit, in der die KOH-Eiweifbindung 
erst einsetzt und die osmotischen Druckanderungen des Kol- 
loids selbst noch nicht verdeckt. Doch ist diese Erklaérung 
nicht sehr wahrscheinlich, da die von Lillie gemessene Stei- 
gerung des osmotischen Druckes eben in der loneneiweiB- 
bindung und dadurch bedingten Anderung ihres Dispersitiits- 
grades seine Ursache zu haben scheint, in den gleichen lonen- 
eiweifbindungen, die die osmotische Konzentration des ganzen 
heterogenen Systems erniedrigen. Solange nicht eine genaue 
Nachpriifung jeden Fehler ausschaltet, muf8 aber von einer 
Erklirung abgesehen werden. Siehe Tabelle 3. 

Zusatz von Sdure. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4 
ersichtlich. Im Prinzipe liegen die gleichen Resultate vor, wie 
bei Alkalizusatz. Langere Dauer der Einwirkung hat in diesen 
Fillen keinen so deutlichen EinfluB ergeben. Nur bei hodheren 
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Konzentrationen fanden sich wie bei Lauge starke Ungleich- 
heiten bei langer Wirkungsdauer. Dann kommt aber vielleicht 
schon eine hydrolytische Spaltung der grofen Molekiile in 
Betracht. 

Ein Minimum des osmotischen Druckes, wie es R. S. 
Lillie bei Gelatine- und Hihnereiweiflésungen unter Saure- 
einwirkung fand und die Ahnlichkeit der diesen Wirkungen 
entsprechenden Kurve mit der Kurve der Quellbarkeit (Wo. 
Ostwald) konnte aus leicht einzusehenden Griinden nicht ge- 
funden werden. Denn Lillie hat, wie oben angedeutet, durch 
Sdure-, Alkali- usw. Zusatz in der Innen- und Aufenfliissigkeit 
des Osmometers eben nur die hierdurch bedingten osmotischen 
Druckaénderungen der Kolloide bestimmt, wihrend hier das 
osmotische Verhalten des ganzen Gemisches dem Gefrier- 
punktswerte entspricht. Abgesehen davon, dafi die durch 
Lillies Untersuchungen gewonnenen Werte am Gefrierpunkt 
kaum meBbare Unterschiede ergeben, wird durch die anzu- 
nehmende Eiweifionenbindung die osmotisch wirksame Kon- 
zentration, wie schon erwahnt, erniedrigt und alle die geringen 
Schwankungen im osmotischen Druck des Kolloides selbst 
verdeckt. Siehe Tabelle 4. 

Die Resultate dieser Untersuchungen stimmen also im 
wesentlichen iiberein mit den Beobachtungen, die schon Bu- 
garsky und Liebermann(’) gemacht hatten, némlich, daf 
Alkali und Séurezusatz zu Eiweif geringere Gefrierpunkts- 
depressionen ergeben, als aus der Summe der Komponenten 
berechnet werden kann. 

Analoge Untersuchungen habe ich weiter mit Blutserum 
ausgefiihrt und es interessierte besonders, ob gewisse patho- 
logische Sera ein diesbeziiglich anderes Verhalten zeigen als 
normale. Wenigstens steht zu erwarten, daB bei gewissen 
Fallen von Nephritis schon infolge der Salzretention das 
IoneneiweibbindungsvermOégen geandert erscheinen sollte, auch 
wenn der gemessene Gefrierpunkt keine wesentliche Abweichung 
zeigt; es wiirde dadurch das osmotische Regulationsvermégen 
Anderungen erfahren und es kiénnen sich Beziehungen zu dem 
Auftreten charakteristischer Erscheinungen bei Nephritis, wie 
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der Odeme oder uramischer Symptome ergeben. Nichts als 
kausale Momente, sondern als, vielleicht sogar nur indirekt 
k onditionale. 

Wie aber aus den folgenden Resultaten ersichtlich ist 
(Tabelle 5 und 6), sind diese nicht ganz eindeutig. Ich zweifle 
nicht, daB manche Ausschlaége im Sinne einer gednderten Re- 
gulationsfahigkeit gedeutet werden kénnen. 

Bei den héchst verwickelten Beziehungen, welche zwischen 
den einzelnen Blutbestandteilen bestehen, kann weder aus dem 
Gefrierpunkt, noch aus eventuellen Anderungen desselben auf 
verschiedene Zusatze irgend ein bindender Schlu{B gezogen 
werden. 

H. Pribram nimmt an, da8 bei nephritisch-uramischen 
Zustainden und anderen endogenen Toxikosen im Blutplasma 
chemisch und zwar genetisch verschiedene Kolloide auftreten, 
die charakteristische Vergiftungserscheinungen hervorrufen. 
Eventuell ware auch an eine Anderung in den Kolloid-Ionen- 
bindungen als ursachliches Moment fiir gewisse pathologische 
Erscheinungen zu denken. Uber das alles aber kénnen os- 
motische Messungen allein nichts aussagen. 

Abgesehen davon erlaubt auch, wie oft betont, die Ge- 
frierpunktmessung erst recht betrachtliche osmotische Druck- 
schwankungen zu erkennen, ist also fiir hier nétige Unter- 
suchungen zu wenig empfindlich und anderseits mu8 die 
grofe Beeinflu{barkeit der Resultate bei der Gefrierpunkts- 
bestimmung durch alle méglichen Bedingungen in Betracht ge- 
zogen werden. Wenn man auch in homogenen Systemen genaue 
Werte erhalt und fiir jede Abweichung Ursachen auffinden 
kann, ist das bei heterogenen Systemen, wie sie jede Kolloid- 
lésung, insbesondere das Blut darstellt, oft ganz unmdglich. 

Das sind die Hauptgriinde, weshalb die Gefrierpunkts- 
bestimmung wie die meisten physikalischen MeSmethoden fir 
den klinischen Gebrauch weniger geeignet sind. Die Verwen- 
dung der Gefrierpunktmethode fiir klinische Zwecke geht ziem- 
lich weit zuriick. So fand R. v. Jaksch(®) bei gewissen Formen 
von Nephritis mit urimischen Symptomen eine starkere Gefrier- 
punktsdepression im Blut (Werte bis 0,72) bei gleichzeitiger Ver- 
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mehrung des Blutharnstoffes und zwar auf Grund dieser Befunde 
geneigt, wenigstens gewisse Formen von Uramie auf molekulare 
Konzentrationsanderungen im Blute zuriickzufiihren. In anderen 
Fallen von Nephritis mit ebenfalls uramischen Erscheinungen 
fand er hingegen weder eine besondere Harnstoffvermehrung, 
noch eine starkere Gefrierpunktsdepression im Blute. 

Dem hochverehrten Chef der Klinik, Herrn Hofrat 
R. v. Jaksch, bin ich fiir die Anregung zu obigen Unter- 
suchungen und die auf seiner Klinik gebotene Méglichkeit zur 
Durchfiihrung der Untersuchungen zu grofem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


1. Kolloidlésungen ergeben auf Zusatz von Molekularlésungen 
eine sehr geringe Verminderung der Gefrierpunktdepres- 
sion gegen die berechneten Werte, ebenso auf Zusatz von 
Kochsalzlosungen. 

2. Dagegen zeigen Kolloidlédsungen auf Saure und Alkali- 
zusatz betrachtliche Abnahmen der Gefrierpunktdepression 
gegentiber den berechneten Werten (Bestatigung der Re- 
sultate v. Bugarsky und Liebermann). 

3. Aus den Anderungen des Gefrierpunktes von pathologischen 
Blutseren auf verschiedene Molekular- und lonenzusiatze 
im Vergleich zu normalem Serum 1a8t sich kein klinisch 


verwertbarer Schlu8 ziehen. 
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Tabelle 2. 


2°%oige Gelatinelésung 








2 Yoige 
Starke- 
lésung 





Tabelle 1. 
2%vige | Be- 
; —_ Stirke- chnete 
2°/oige Gelatinelésung ra euae Ww . ni we 
A A 
oe aa ee ee ae 0 0 0 
Zusatz von gleichen Teilen: 5°/oige Harn- 
stoffldsung ...... «eee ee — 0,795 | — 0,792 | — 0,800 
Zusatz von gleichen Teilen: 5°/oige Glu- 
ae ee ee — 0,260 | — 0,259 | — 0,268 
1 Kolloid +- 0,5 Harnstofflésung vies \_ 9529 0,530 | — 0,535 
-+- 0,5 Glukoselésung j 












Be- 


rechnete 
Werte 








Zusatz von gleichen Teilen einer: 








0,1 igen NaCl-Lisung ...... 
0,25 °/o igen ee ie a ae 
0,5 %/oigen - “Goan ae oe 








0,1 %/oigen 





Tabelle 3. 


2%oige Gelatinelésung 


























Be- 
rechnete 
Werte 





Zusatz von gleichen Teilen einer: 
1 °/o igen KOH-Lésg. n. 30 Min. kryoskop. 
>» 1Std. > 
» 6 » > 
0,5 °/oigen KOH-Lésg. n. 1 Std. kryoskop. 
0,25°/oigenKOH- » »1 » > 
0,1 °foigenKOH- » »1 » » 
0,1 °/oigen KOH-Lésg. unmittelb. » 
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Tabelle 4. 
































a 2°oige Be- 
; — Starke- | rechnete 

2°%oige Gelatinelésung A lésung Werte 

A A 

Zusatz von gleichen Teilen einer: | 

1 igen HCl-Lésung....... — 0,385 | —0,490 | — 0,514 
OS View WE + 2. kkk es —0,199 | — 0,225 | — 0,256 
0,25%/igen HCl- » ... 2.0 — 0,070 | — 0,099 | — 0,128 
O42 *impem TA elt tt Ht es — 0,030 | — 0,045 | — 0,052 


Tabelle 5. Kryoskopisch normale Sera. 








Klinische Diagnose der Fille, von denen 


| 
das Serum stammt 




















|Atherosklerose CO-Vergiftung Malaria 
A des Serums ..... _ — 0,570 — 0,562 {| — 0,560 
A nach Zusatz gleicher | | 
Teile von: | | 
ee | — 0,290 — 0,280 | — 0,285 
5°/oige Harnstofflésung| — 1,390 — 1,385 | — 1,380 
5 %/oige Glukoselisung.| — 0,844 i 1m 0,830 
0,5 %oige NaCl-Lisung .| — 0,733 — 0,729 | — 0,705 
0,5°%Joige KOH-Lésung .| — 0,655 — 0,660 | — 0615 
0,5°%oige HCl-Lésung .| — 0,710 | —0,745 | — 0,695 


Tabelle 6. Nephritische Blutsera. 
————————z—z—z—z—za=———————————————————————————————————— EEE 
| Klinische Diagnose der Fille, von welchen 


das Serum stammt 


Akute Nephritis| Akute Nephritis| Chronische 











| Oligurie _/Anurie, Urimie, Nephritis 
A des Serums ..... | — 0,645 — 0,620 | — 0,575 
A nach Zusatz gleicher | | 
Teile von: | | 
ee ake | — 0,335 — 0,330 | — 0,285 
5%oige Harnstofflisung| — 1,465 — 1450 | — 1,375 
5°/oige Glukoselésung .| — 0,920 — 0,895 | — 0,850 
0,5°Joige NaCl-Lésung.| — 0,800 — 0,745 | — 0,738 
0,5%oige KOH-Lisung.| — 0,725 — 0,703 | — 0,660 


0,5 %oige HCl-Lésung .| — 0,805 | —0,799 | — 0,780 








Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


XV. Mitteilung. 


Neue Messungen an Bact. acidi lactis (Streptococcus lactis). 


Von 
Hans Euler und Olof Svanberg. 





Mit 2 Kurvenzeichnungen im Texte. 





Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm. 
(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1918.) 


I. Einflu&B von Phosphat. 


Vor mehreren Jahren sind im hiesigen Laboratorium 
von Dr. Herm. Meyer und von Dozenten Bj. Palm Ver- 
suche zum Studium der Enzymbildung in Bact. acidi lactis 
unternommen worden, die zu keinen einheitlichen Ergebnissen 
gefiihrt haben, da tiber Enzymgehalt und Garungsverhdltnisse 
der Milchsaéurebakterien in quantitativer Hinsicht noch wenig 
bekannt war. 

Um in dieser Hinsicht eine Grundlage zu schaffen, haben 
wir im vergangenen Jahr einige orientierende quantitative 
Messungen iiber den Verlauf der Milchsaurebildung durch Bact. 
casei € angestellt, wobei es sich besonders um den Einflub 
von Phosphat auf die Milchséiuregérung gehandelt hat (Diese 
Zeitschr., Bd. 100, S. 148, 1917). 

Bei den dlteren Versuchen hatte sich mehrfach ergeben, 
da8 bei der Milchsdurebildung durch Bact. acidi lactis in Gegen- 
wart von Phosphat nach einiger Zeit eine Kohlensaureent- 
wicklung einsetzte, soda8 nach den von E. Griese (Diese 


























Uber Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. XV. Mitt. 177 


Zeitschr., Bd. 100, S. 59, 1917) angestellten Kontrollversuchen 
das Auftreten eines zymaseihnlichen Enzyms in Betracht ge- 
zogen wurde. Indessen hat der eine von uns gleich hervor- 
gehoben, da «die Resultate nicht den Grad der Sicherheit 
erreicht haben, daf die ziemlich komplizierten Verhaltnisse 
als geklaért angesehen werden kénnen». 

Das von E. Griese angewandte Ausgangsmaterial, eine 
Kultur aus dem bakteriologischen Institut der Zentralanstalt 
fiir das landwirtschaftliche Versuchswesen in Schweden, war 
zweifellos rein. Indessen wurde, wie in der genannten Mit- 
teilung erwéhnt, mehrfach das Géirungsmedium gewechselt, und 
die Kontrolle auf Reinheit erfolgte durch mikroskopische Be- 
obachtungen direkt aus den Lésungen entnommener Proben. 
Bei der Schwierigkeit, einige der gerade hier in Betracht 
kommenden Bakterien, welche neben Milchséure auch Kohlen- 
siure bilden (Bact. coli, Bact. aerogenes), neben Bact. lactis 
acidi durch direkte mikroskopische Beobachtung nachzuweisen, 
war es trotz der friiher angewandten VorsichtsmaBregeln nicht 
ausgeschlossen, dai gegen SchluB der Versuche, wo die Kohlen- 
sdureentwicklung auftrat, eine Infektion durch solche Bakterien 
eingetreten war, welche normal neben Milchsdure auch Kohlen- 
siure entwickeln. Die von E. Griese mit Bact. lactis acidi 
angestellten Versuche wurden deswegen nochmals einer Kon- 
trolle unterworfen, sowohl hinsichtlich des Einflusses von Phos- 
phat auf die Saéuerung durch die genannten Bakterien, als 
hinsichtlich einer eventuellen CO,- bezw. Zymasebildung unter 
der Einwirkung von Phosphat. 


Neue Messungen. 


Eine Reinkultur von Streptococcus lactis (Bact. lactis 
acidi) verdanken wir wieder Herrn Prof. Chr. Barthel, Ex- 
perimentalfaltet Stockholm. 

Die Bakterien wurden in steriler Magermilch geziichtet 
und durch haufig vorgenommene Uberimpfungen in_ steter 
Virulenz gehalten. Uber das Saurebildungsvermiégen dieser 
Bakterien seien folgende an Milchkulturen ausgefiihrten Mes- 
sungen angegeben: 














Hans Euler und Olof Svanberg, 


Temperatur: 15°. 








Sauregrad n. Thoérner 
pena | Pu cem 0,1 n-NaOH 
| per 100 ccm Milch 
0 | 6,57 17,5 
3 | 4,45 75,5 
4 | 4,10 95,5 
3D | 4,10 96,5 
6 | 4,10 98,0 
7 | 4,05 98,5 
13 | 3,95 102,0 
Versuch 1. 
Es wurde gemischt: 
A. B. 
10 g NaH,PO, 5 g Milchzucker 
10 » Milchzucker 60 >» Molke 


125 ccm Molke, steril 

, 4,4. Sauregrad 65. 

Hiervon wurden je 50 ccm zu Parallelversuchen in zwei 
100 ccm-Kolben gebracht und nochmals sterilisiert. Beide 
Kolben wurden mit 1 ccm einer frisch koagulierten Bakterien- 
kultur geimpft und im Wasserthermostat bei + 28° mit Queck- 


silberbiiretten verbunden. 
Gasentwicklung trat in keinem der beiden Kol- 


ben ein. 

Die Vermehrung der Bakterienzellen war nur im Ver- 
such B gut. Im Versuch A hingegen trat héchstens eine unbe- 
deutende Vermehrung der Zellen ein. Eine Saéuerung war 
auch nach 8 Tagen nicht nachweisbar. 


Versuch 2. 


Es wurde gemischt: 

10 g Nall,PO, 

10 » Milchzucker 

200 ccm sterile Molke 
= 4,9. Séuregrad 49. 
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Es wurden 2 Parallelversuche, beide mit Phosphat, an- 
gestellt. Die Impfung geschah wie beim Versuch 1 mit 1 ccm 
Reinkulturlésung. Versuchstemperatur: 28°. 

Nach 10 Tagen betrug die Sauerung 49,6, also betrug 
die Zunahme 0,6. 

Auch bei diesen Versuchen wurde keine Kohlensaure- 
entwicklung beobachtet. 


Versuch 3. 


Milchsduregirung mit und ohne Na-Phosphat bei p,, = 6,7, 
on § 
. 
Es wurden vier Versuchsreihen mit je vier Kolben 
(100 ccm fassend) angestellt. In jedem Kolben 35 ccm Molke: 
A B C D D 


ohne Zusatz 0,2 ccm Milchsaure 5°10 NaH,PO, 
mit 2 n-NaOH neutr. sauer 


Samtliche 16 Kélbchen wurden 10 Minuten bei -+ 105° 
sterilisiert und nach der Abkiihlung mit je einer Platinése einer 
frisch koagulierten Kultur von Streptococcus lacticus (Bact. lactis 
acidi) geimpft. Versuchstemperatur -+- 18°. Von Zeit zu Zeit 
wurden die Kolben elektrometrisch, titrationsacidimetrisch und 
mikroskopisch (Methylenblaufarbung) untersucht. Dabei wurde zu 
jeder Versuchsreihe ein ganzer Kolben genommen, um die Ver- 
suche gegen Desinfektion vollkommen geschiitzt halten zu k6nnen. 

In den Kolben A entwickelten sich die Kokken schnell 
und waren schon zwei Tage nach der Impfung ziemlich reichlich 
vorhanden. Auch in den Kolben C kamen sie zur Entwick- 
lung, jedoch recht spérlich; in den Versuchsreihen B und D 
wurde keine Entwicklung beobachtet. Die Resultate der Titrie- 
rungen und p,,-Bestimmungen stehen damit im Einklang: 




















Anzahl | C | D 
Tage nach Si “| ee ae ee 
aure " 

Impfung titrierbar Py | Saiure| Py, |Saure | P,, | Sdéure; Py 
o | 76/67 | 3 | 50 | 117 | 67 | 396] 5,1 
3 47,5 | 455 | 35 50 | 123 | 66 | 400| — 
5 61 | 445 | — vo 139 | 66 | 398 | — 
7 51 =| 4,45 | 31 — | 140! 66 | 396 | 5,1 
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Nur in A und in C war eine Sauerung eingetreten. (Die 
Sauremengen sind mit 0,216 n-NaOH gegen Phenolphthalein aus- 
titriert und nach Thorners Skala!) angegeben.) Das Maximum 
der Séuerung dieses Bakterienstammes in Milch bei Zimmer- . 
temperatur betragt p,, = 3,9 bis 4,0. 

Kein Zeichen einer Gasentwickelung wurde be- 
obachtet. 

In friiheren Versuchen haben wir an Bact. casei ¢€ eine 
Beschleunigung der Milchséurebildung in saurer Losung durch 
Phosphat (etwa 1,7 g per 100 ccm Lésung) gefunden. 

Bei den hier mitgeteilten Versuchen hemmt Phosphat 
(5 g per 100 ccm Lésung) die Entwicklung von Streptococcus 
lactis bei saurer, weniger bei annédhernd neutraler Reaktion 
(Py = 6,6). 

Zunachst ist zu bedenken, daB sich bei den beiden unter- 
suchten Arten Unterschiede in der Permeabilitét gegeniiber 
Phosphat und gegeniiber Alkali geltend machen kénnen. 

Anderseits beeinflussen Phosphate nicht selten auch bei 
Hefen Garwirkung und Zellenzuwachs in entgegengesetztem Sinne. 

Die Gartatigkeit der Hefen wird im allgemeinen bei zahl- 
reichen Hefearten und Rassen durch Phosphate beschleunigt, 
wenigstens in einem begrenzten Konzentrationsintervall. Wir 
brauchen in dieser Hinsicht nur an die 4lteren Arbeiten von 
Lintner,?) von Elion, *) sowie von zahlreichen franzésischen 
Forschern zu erinnern (Kayser, Martinand, Langlade) so- 
wie an Ergebnisse von Lundeqvist‘) aus dem hiesigen La- 
boratorium. Das optimale Konzentrationsintervall scheint 
allerdings bei verschiedenen Hefen nicht unerheblich zu variiren 
(im allgemeinen wohl zwischen 0,4 und 2,0°/o Phosphat), die 
Beschleunigung nimmt dann aber auch — wie z. B. bei der 
von Elion untersuchten Brennereihefe — betrachtliche Betrage, 


bis zu 60°/o, an. 


‘) Thérner-Grade = Anzahl ccm 0,1 n-NaOH, welche zur Titra- 
tion von 100 cem Lésung verbraucht werden. 

*) Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauw., Bd. 6, S. 397 (1883). 

°) Elion, Zentralbl. f. Bakt., Bd. 14, S. 53 und 97 (1893). 

‘) Lundeqvist, Diese Zeitschr., Bd. 72, S. 97 (1911). 
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Die Entwicklung der Hefen wird hingegen durch Phos- 
phate oft gehemmt, wie wir selbst neuerdings sowohl bei einer 
Hefe vom Frohberg-Typus als bei unserer Brennerei-Ober- 
hefe SB II zu beobachten Gelegenheit hatten. 


II. Milchsiuregirung mit und ohne Na-Lactat. 

Die Frage, wie bei der Milchsauregiérung bereits vor- 
handenes Lactat auf den weiteren Verlauf der Garung einwirkt, 
ist sowohl von theoretischem Interesse fiir das Verstandnis 
des Reaktionsverlaufs als von praktischer Bedeutung fiir die 
Technik der Milchséiuregiéirung. Es werden deswegen einige 
friihere Versuche') fortgesetzt. Es wurde gemischt: 


A, B. 
50 ccm Molke 50 ccm Molke 
20 » 25°%oige Invertzuckerlésung 20 » 25% oige Invertzuckerlésg. 
10 » 10°/o Na,HPO, 10 » 10% Na,HPO, 
10 » Ag. dest. 10 » Na-Lactatlésg. (1 g Milch- 


siure enthaltend) 
Die Lésungen wurden steri- 
lisiert. Zusatz von 
10 » einer Reinkultur v.Strepto- 10 » einer Reinkultur v.Strepto- 
coccus lacticus in Milch coccus lacticus in Milch 


100 ccm 100 ccm 
+ 1,9 ccm 2 n-NaOH -++ 2,2 ccm NaOH (bis auf schwache 
Phenolphthaleinréte). p,,; = 8,2. 


Die Kolben wurden steril verschlossen und im Wasser- 
thermostaten von -++ 28° untergebracht. Von Zeit zu Zeit 
wurden Proben auf je 10 ccm mit 0,216 n-NaOH gegen 
Phenolphthalein titriert. Die schlieBlichen p,,-Werte wurden 
elektrometrisch bestimmt. 


Titrationsaciditét in Thérner-Graden 


Zeit, Tage A B 
0 0 0 
1 21,5 4,5 
2 76 56 
3 84 69 
4 89 76 
6 91 81 

SchlieSlich Py 4,11 4,35 (Maxim. bei 18° 3,9—4,0.) 





’) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 157 (1917). 
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Die Titrationsresultate der friiheren Mitteilung sind in 
Figur 2 graphisch dargestellt. 
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Das maximale p,, der Lactobacillen betrug bei 11 ver- 
schiedenen, von Barthel und von Svanberg untersuchten 
Stémmen 2,7 bis 3,0 bei 37—43°. 
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Die in den Figuren 1 und 2 dargestellten Versuche lassen 
sich, wie besonders betont werden soll, nicht ohne weiteres ver- 
gleichen. Abgesehen davon, daB sich Fig. 1 auf Streptococcus 
lactis, dagegen Fig. 2 auf Bact. casei € bezieht, haben die in 
Fig. 1 dargestellten Garungen mit einer Aciditat von p,, = 8,2 
begonnen, also in einer Lésung, welche alkalischer war, als 
dem p,,-Optimum entspricht. Bei den Versuchen Fig. 2 ent- 
sprach hingegen die Ausgangslésung einem p,,-Wert von 5—6, 
war also ausgesprochen sauer. 


Zusammenfassung. 


Es wurden an Streptococcus lactis neue Messungen an- 
gestellt. 

1. Phosphat hemmte die Entwicklung (den Zellenzuwachs) 
unseres Bakterienstammes in saurer, weniger in neutraler 
Losung. 

2. Das Maximum der Séuerung betrug bei Zimmertem- 
peratur p,, = 3,9 bis 4,0. 

3. Bei den Lactobazillen betragt die maximale Aciditat 
(berechnet nach 11 von Barthel und von Svanberg unter- 
suchten Stémmen) p,, = 2,7 bis 3,0 bei einer Temperatur von 
37 °—43 °, 

4, Eine Entwicklung von CQ, wurde durch unseren 
Stamm in keinem Fall beobachtet und diirfte bei den friiheren 
Versuchen durch Infektion mit anderen Mikroorganismen ver- 
anlaBt gewesen sein. 

5. Beziiglich des Einflusses von Lactat ergab eine neue 
Versuchsreihe Hemmung der Milchsaurebildung bei einer Anfangs- 
alkalinitat entsprechend p,, = 8,2. Die Lactatwirkung ist, wie 
zu erwarten, von der Aciditéat der Losung abhiangig. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


In einer soeben erschienenen Abhandlung von W. van 
Dam, Hoorn (Biochem. Zeitschr. 87, 107, 1918) «Uber den Ein- 
flu8 der Milchsaéure auf die Milchséuregérung» berichtet der 
Verfasser iiber Versuche mit Milchs&ure-Streptococcen der 
hollandischen Kasefabrikation, deren Resultate mit den unsrigen 
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durchaus im Einklang stehen. Von den Versuchsergebnissen 
van Dams sei besonders hervorgehoben: 

1. Der fatale Wasserstoffionenexponent betriagt bei einer 
Versuchstemperatur von -++ 22° p,, = 4,0. 

2. Durch Zusatz von Natriumlactat bleibt die Wasser- 
stoffionenkonzentrationen der Girfliissigkeit auf Werten stehen, 
die kleiner sind als die maximalen, und zwar um so kleiner, 
je mehr Lactat zugesetzt wurde. Die Tabelle If des Verf. 
(Seite 109) haben wir auf die entsprechenden p,,-Werte um- 
gerechnet und geben folgenden Auszug: 


Tab. II. 


ccm norm. Na-Lactat _ Pot. Sduregrad Pot. Sduregrad Py nach 
zu 90 ccm Molke vor dem Briiten machdemBriiten dem Briiten 


10 8,9 NaOH 0,1 n. 30,0 4,75 
8 89 > 31,2 4,65 
6 8,9 32,4 4,55 
4 8,9 33,2 4,45 
2 8,9 34,4 4,30 
0 89 » 37,2 4,05 
Nicht zum wenigsten bemerkenswert ist die kritische 
Deutung, welche der Verf. seinen Versuchsergebnissen anschlieBt, 
die bei oberflaichlicher Betrachtung gegen die wesentliche Be- 
deutung der Wasserstoffionen zu sprechen scheinen, und welche 
durch die hemmende Wirkung der undissoziierten Milchsaure- 
molekiihle ihre Erklarung finden. 
Es treten also bei der Milchsaéuregérung dhnliche Er- 
scheinungen hinsichtlich der Saéurewirkung zutage, wie bei 
der Hefegérung, wo sich ebenfalls die Wirkung der H-Ionen 


und der undissoziierten Molekiile superponiert. ') 





‘) Vgl. hierzu z. B. Johannessohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, 
S. 97 (1912). — Hagglund, Samml. chem. u. chem. techn. Vortrige 1914. 
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Zur Kinetik der zellfreien Garung. 


Von 


Otto Meyerhof. 


(Mit 7 Kuryenzeichnungen im Text.) 


(Aus dem physiologischen Institut in- Kiel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1918.) 


Die Anwendung der Gesetze der chemischen Reaktions- 
kinetik st68t bekanntlich schon gegeniiber den einfacheren 
enzymatischen Vorgingen auf groBe Hindernisse, die haufig 
mehr durch gewaltsame Interpretation des Tatsachenmaterials 
— um es dem Massenwirkungsgesetz gefiigig zu machen — 
als durch wirkliche Aufklirung des Reaktionsmechanismus aus 
dem Wege geriumt werden. Wenn auch die in einem erheb- 
lichen Konzentrationsbereich des Substrats beobachtete Kon- 
stanz der Reaktionsgeschwindigkeit mit gutem Grund meist 
auf die Bildung eines Zwischenprodukts von Enzym und Sub- 
strat zurickgefiihrt wird, das unter der Bindung der ganzen 
Enzymmenge langsamer zerfallt als sich bildet,!) so ist doch 
mit dieser Erklérung weder das experimentelle Material er- 
schopft, noch auch mehr als eine ganz allgemeine Vorstellung 
uber den Mechanismus gewonnen. Diese Schwierigkeiten 
wachsen nun noch auSerordentlich an, wenn wir einen an 
sich so verwickelten Vorgang wie die alkoholische Gérung 
in vitro betrachten, die auf einem Ineinanderspielen einer 
ganzen Reihe von Enzymen und teils bekannten, teils unbe- 
kannten Zwischenstufen des Zuckerzerfalls beruht. Das von 
Buchner und seinen Mitarbeitern angesammelte grofe Tatsachen- 
material iiber die zellfreie Garung ist im allgemeinen fiir eine 
nachtraégliche Analyse in dieser Richtung schlecht verwertbar, 





‘) Adrian Brown, Journ. Chem. Soc. Bd. 81, S. 373 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 14 
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einmal weil sehr wichtige Faktoren des Girungsablaufs erst 
allmahlich bekannt geworden sind, und dann weil die von ihm 
benutzte, spater vielfach festgehaltene Methode, die Wagung 
des Kohlenséureverlusts in grofen Zeitriumen, solchen Be- 
trachtungen nicht giinstig ist. Erst als die englischen Forscher 
Harden und Young zu Methoden tibergingen, die Messungen 
in ganz kurzen Zeitrdumen (5 Minuten) gestatteten, erdffnete 
sich die Moglichkeit, in den Reaktionsmechanismus tiefer ein- 
zudringen. Fir solche Untersuchungen kommt es weniger auf 
die Gesamtleistung einer bestimmten Menge Hefesaft an — 
von Buchner als «Garkraft» des Saftes definiert — als auf 
die Geschwindigkeit der Reaktion unter variabeln Um- 
stiinden, und zwar hauptsachlich in den ersten Versuchsstunden, 
wo die Intaktheit aller an der Gérung unmittelbar beteiligten 
Enzyme vorausgesetzt werden darf. 

Meine Versuche schliefen sich zu einem grofen Teil an 
die Arbeiten von Harden und Young an und an die Betrach- 
tungen, die der erstere in dem Kapitel «the Mechanism of 
Fermentation» seines Buches: Alcoholic Fermentation (London 
1911) tiber den Reaktionsverlauf angestellt hat. Dabei ergaben 
sich einige neue Tatsachen, die die Vorstellungen der eng- 
lischen Forscher zu ergaénzen und in Einzelheiten zu modi- 
fizieren imstande sind, wenn sie auch das Wesentliche der- 
selben bestitigen. In diesem Zusammenhang wurden auch 
Versuche iiber die Rolle des Coferments bei der Gaérung aus- 
gefiihrt. Daf diese verhaltnismafig am wenigsten gefordert 
werden konnten, hat seinen Grund in der zunehmend schlech- 
teren Beschaffenheit der Hefe zur Gewinnung giarkrdaftiger und 
haltbarer Macerationssafte, die wohl nur mit der Kriegsernah- 
rung der Hefe zusammenhingen kann. Gerade fir solche 
Studien ist nach dem von mir benutzten Verfahren ein mehr- 
stiindiges Waschen des Safts tiber dem Ultrafilter zur Ent- 
fernung des Koferments erforderlich; dabei macht sich die 
schlechte Haltbarkeit der Zymase besonders geltend. Natiir- 
lich ist auch fiir die kinetischen Experimente eine gute und 
vor allem gleichmifige Beschaffenheit des Safts Voraussetzung. 
Dieselbe konnte auch, wenn die Empfindlichkeit gegentiber 
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Zucker-, Phosphatkonzentration und Verdiinnung ausprobiert 
war, fiir die zu den Versuchen dienenden Priparate gewahr- 
leistet werden. 

Ein anderer Teil der Arbeit diente der Priifung der Frage, 
ob die fiir die Hefesaftfallungen kiirzlich gewonnene Er- 
kenntnis, dai es sich dabei um durch Narkotika sensibilisierte 
Salzfallungen handelt,'!) auch auf die narkotische Hem- 
mung anwendbar ist, nachdem Warburg und Wiesel?) friiher 
auf den Parallelismus von Fallung und Hemmung aufmerksam 
gemacht und darauf eine Theorie der Wirkung der Narkotika 
aufgebaut haben. Gleichzeitig wurden die Garungshemmungen 
an Trockenhefe gemessen. 

Fiir die Studien zur Gérungskinetik bietet die Benutzung 
des Macerationssafts (Lebedew)*) gegentiber dem Hefepreh- 
saft den grofen Vorteil des volligen Mangels an Selbstgiérung, 
die im Prefisaft gerade fiir diese Zwecke eine starke Kompli- 
kation bedeutet und manche Erscheinungen verschleiert. Da- 
neben ist noch bei guten und dauerhaften Trockenhefen die 
grofe Gleichméfigkeit des Safts zu rtihmen, der fiir Monate 
konstante Eigenschaften besitzt — ein Vorzug, der allerdings 
bei den hier mitgeteilten Versuchen in Wegfall kam. Sie 
wurden zu verschiedenen Zeiten mit Saften einer ganzen Reihe 
von Trockenhefepraparaten angestellt, die ich nach der Vor- 
schrift Lebedews aus Berliner Reinzuchtunterhefe (Hochschul- 
brauerei) gewann. Die Praéparate waren niemals so garwirk- 
sam und haltbar, wie die im Jahr 1916 von Schroder 
(Miinchen) bezogenen. | 

Methodik: Zur Messung der gebildeten Kohlensiure 
diente wie bisher das Verfahren von Warburg-Dorner:‘) 
Messung des Kohlensiiuredrucks in Barcroftschen Blutgas- 
manometern nach kriiftigem Schiitteln. Die GefiiBe konnen 
im Thermostaten selbst geschiittelt werden, daher ist das Ab- 
warten des Temperaturausgleichs nach dem Schiitteln nicht 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 86, S. 325 (1918). 
*) Pfliigers Archiv Bd. 144, S. 465 (1912). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 447 (1911). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 99 (1912). 
14* 
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erforderlich und es kann mit Leichtigkeit alle 5 Minuten eine 
Ablesung vorgenommen werden, wenn notig auch in noch 
kiirzeren Zwischenraumen. Die Berechnung der Kohlensaure 





~- 0 72n\ — pv 
—- nach der Formel: cmm CO,(0°,760) = 10000 (1--at) 
+- i 5000" wo p die Druckzunahme in mm Manometerfliissig- 


keit (10000 = 1 Atm.) bedeutet, v Volumen des Gasraums 
der Girungsgefife (in cmm), F angewandte Flissigkeitsmenge 
(in cmm), a Absorptionskoeffizient der Kohlenséiure in der 
Fliissigkeit bei der Versuchstemperatur (t). Diese war 25°. 
Da das Volumen der Gefife stets 43 ccm betrug, so ergibt 
die abgelesene Zahl Millimeter mal 4 ziemlich genau die ge- 
bildeten cmm Kohlensaure (0°,760). 

Um die Kohlensiiurebildung vom ersten Moment der Zu- 
gabe von Zucker und Phosphat zum Saft verfolgen zu kdénnen, 
wurden die iiblichen zylindrischen Druckgefii®e mit sackfor- 
migen Anhingen versehen und in diese Anhinge Zucker-, 
Phosphatlésung und etwaige weitere Zusitze getan, auf den 
Boden der GefiBe dagegen der Hefesaft. Erst nach Schlub 
des Manometerhahns wird der Inhalt des Anhangs in den Saft 
umgekippt, und da dieser keine Selbstgiirung aufweist, so wird 
die ganze vom Moment der Vermischung an gebildete Kohlen- 
siiure genau bestimmbar. Voraussetzung dieses Verfahrens ist 
natiirlich, daB keinerlei Kohlensaéureretention in der Fliissig- 
keit stattfindet. Um dies zu verhindern, bezw. um in ver- 
gleichenden Messungen diese Moéglichkeit zu priifen, wurden die 
benutzten Lésungen durch Einleiten von Kohlensaéure zunachst 
gesiittigt und nach Entfernung des Uberschusses durch kriiftiges 
Schiitteln in die GaérungsgefiiBe gefiillt. Es ergab sich jedoch 
hierbei, daB die Siattigung des Macerationssafts unndtig ist, 
da er schon sowieso Spuren CO, enthalt und keins retiniert, 
auch die von den andern minimalen Fliissigkeitsmengen auf- 
genommene Kohlensdure kann ganz vernachlassigt werden, aufer 
von der Lésung des neutralen Phosphatgemisches (2 Teile 
K,HPO,-++ 1 Teil KH,PO,), die daher zuvor mit Kohlensaure 
auf die angegebene Weise vorbehandelt wurde. Die Lésung 
des einbasischen Phosphats, das in manchen Versuchen ver- 
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wandt wurde, halt keine Kohlenséure zuriick. Falls die 
Garung nicht vom ersten Moment an genau beobachtet werden 
sollte, wurde das Gemisch auferhalb des Thermostaten her- 
gestellt und die Messung nach Einhiingen der GefaBe ins 
Wasserbad und Temperaturausgleich begonnen. Die Zahl fiir 
die Anfangszeit (bis zum ersten Schiitteln) hat bei genaueren 
Versuchen dann nur einen orientierenden Wert. Die absolute 
Genauigkeit ist bei kleinen Ausschligen am gr6éBten, die rela- 
tive diirfte daher ziemlich unabhiangig von deren Gr6Be sein. 


Bei Messungen in sehr kurzen Zeitréumen — 5 Minuten — 
ist die Genauigkeit der einzelnen Ablesung nicht so sehr grof 
— etwa auf 5—10°/o —, erheblich genauer ist das Gesamt- 


resultat, da sich die Ausschlige der einzelnen Intervalle ad- 
dieren (bis zur Linge der Skala von 300 mm; dann muB8 wieder 
auf Null eingestellt werden). Bei dieser Methode, ebenso 
iibrigens bei den meisten andern zur Bestimmung der Garungs- 
kohlenséure, wird der Umstand vernachlassigt, dafi der Ma- 
cerationssaft und andere Praparate getéteter Hefe nicht nur 
giren, sondern auch atmen, d. h. Sauerstoff verbrauchen. ') 
Diese Vernachlassigung kann geschehen, weil der Sauerstoff- 
konsum von einer viel kleineren GrdSenordnung ist, er betragt 
in 0,6 cem genuinem Macerationssaft, wie er fiir die Versuche 
benutzt wurde, nur etwa 1 cmm pro 5 Minuten, wihrend die 
entsprechenden Ausschlage fiir Kohlenséure, wie wir im folgen- 
den sehen, etwa 50—500 cmm in 5 Minuten ausmachen. 

Zu den Versuchen diente Liavulose puriss. crist. (Merck). 
Das hexosephosphorsaure Na wurde durch Umsatz des Ca- 
Salzes (Bayers «Candiolin») mit Natriumoxalat gewonnen. 


I. Uber die «<Induktion>. 


Nach Harden und Young gelten die folgenden Girungs- 
gleichungen: 
1. 2C,H,,0, + 2P0,HR, = 2CO, + 2C,H,OH -++ 2 H,O 
++ C,.H,,0,(PO,R,).. 
2. C,H,,0,(PO,R,), -+- 2H,0 = C,H,,0, + 2PO0,HR,. 





') Pfligers Archiv, Bd. 170 (1918). 
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Die Richtigkeit dieser Gleichungen ist von den Autoren 
durch eine Fiille von Tatsachen gestiitzt und kann als sicher- 
gestellt!) gelten. Uberdies ist sie auch in einer Nachpriifung 
von Euler und Johansson?) bestatigt worden. Natiirlich 
zerfillt der Zucker nach Gleichung I tiber Zwischenstufen und 
es kann durch sie nicht behauptet sein, daf dieser Zerfall 
unter allen Umstinden bis zu den Endprodukten erfolge und 
daher die Bildung des Hexosephosphats von der Kohlensadure- 
bildung unabtrennbar sei, noch auch, da die zeitliche Ver- 
kniipfung beider Prozesse zu einem durchgiangigen vollkom- 
menen Synchronismus fiihre, da es gut mdglich erscheint, daf 
die Phosphatveresterung nur mit den ersten Phasen der Um- 
wandlung des zweiten Zuckermolekiils verkoppelt ist, die etwaige 
Verzogerung oder Hemmung der Kohlensdurebildung aber auf 
einem spiiteren Stadium des Zuckerzerfalls stattfindet. 

Nach den Versuchen der englischen Forscher ist ferner 
im Hefeprefsaft von den oben formulierten Reaktionen die 
der Gleichung IJ wé&hrend der Hauptzeit des Versuchs die 
langsamst verlaufende, und da gewohnlich durch die Selbst- 
girung des Safts das freie Phosphat zu Beginn schon fast 
vollstiindig verestert ist, die Girungsgeschwindigkeit wiihrend 
der iiblichen mehrstiindigen oder gar mehrtigigen Versuche 
bei einem Uberschu8 an Zucker ganz und gar durch die Zer- 
fallsgeschwindigkeit des Esters, also die Hexosephosphatase 
bedingt, bis auf das Ende des Versuchs, wo die in Reaktion | 
wirksamen Zymase und Coferment allmihlich zerstiért werden, 
wiihrend die Hexosephosphatase sie tiberlebt. Bei den nach 
der Buchnerschen Methode angestellten Versuchen beherrscht 
also die Esterhydrolyse das Bild — von extremen Fiillen ab- 
gesehen; nur zu Anfang und gegen Ende des Versuchs, 
bei dem allmihlichen Verschwinden von Coferment und Zymase 
treten andere Faktoren mit ins Spiel. Die Kinetik der eigent- 
lichen Zymasereaktion (I) kénnen wir nur kennen lernen, wenn 
wir in den ersten Versuchsstunden, wo Zymase und Coferment 


‘) Zusammenfassung: Alcoholic Fermentation, S. 38ff. Ferner 
t=] 


Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 458 (1912). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 85, S. 192 (1913). 
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noch intakt sind, durch Uberschu8 von Phosphat und Zucker 
dafiir sorgen, daS die Girungsgeschwindigkeit von Gleichung II 
unabhangig wird. 

Nun besitzt aber der Macerationssaft im Unterschied vom 
PreBsaft infolge der mangelnden Selbstgiérung einen betriicht- 
lichen Vorrat an freiem durch Magnesiamixtur fallbaren Phos- 
phat — vermehrt vielleicht noch durch Spaltung organischer 
Phosphorsdureverbindungen wiahrend der Trocknung und Ma- 
cerierung der Hefe —, so fanden Harden und Young in 20 ccm 
Saft aus Miinchener Hefe 0,313 g Mg,P,0,,!) ich selbst in der 
gleichen Menge Saft aus Berliner Hefe 0,258 g, also etwa 
0,12—0,14 m Phosphorsaure pro Liter, Zahlen, die natiirlich 
je nach geringen Modifikationen der Herstellung des Safts 
schwanken, der GroSenordnung nach aber immer gleich sind. 
Es findet daher auch ohne duferen Phosphatzusatz zuniichst 
eine starke Beschleunigung der Girung statt, bis alles freie 
Phosphat gebunden ist. Diejenigen Veranderungen dieser 
«Phosphatperiode» der Giirung, die sich bei weiterem Phos- 
phatzusatz und unter anderen Umstianden ergeben, werden im 
nachsten Kapitel untersucht werden. 

Ehe aber diese beschleunigte Angirung vonstatten geht, 
kann unter bestimmten leicht erzielbaren Versuchsbedingungen 
ein ktirzeres oder lingeres Intervall liegen, in dem keine 
Kohlenséure gebildet wird und keine Drehungsiinderung des 
Zuckers nachweisbar ist. Dies Intervall, das sich aus einem 
einfachen Grunde nicht beim Prefsaft, sondern nur beim 
Macerationssaft, schon weniger bei der zu seiner Herstellung 
dienenden Trockenhefe finden laBt, wollen wir mit Lebedew, 
der es am Macerationssaft zuerst beobachtet hat, die Induktion 
nennen.?) Der Grund, weshalb man diese nur am Macerations- 
saft finden kann, ist der, daB sie durch eine Spur Hexose- 
phosphat momentan aufgehoben wird. Hierfiir geniigt die 
Konzentration von '/s Millimol im Garungsgemisch, wahrend 
die Halfte nicht mehr sicher wirksam ist. Sobald aber ein 
Gemisch Selbstgirung aufweist, enthilt es von vorneherein 





1) Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 458 (1912). 
*) Ann. de I'Institut Pasteur Bd. 26, S. 16 ff. (1912). 
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Hexosephosphorsdure und kann daher die Induktion nicht zeigen. 
Anderseits ist aber die Abwesenheit des Esters zwar eine 
notwendige, aber noch keine hinreichende Bedingung fiir die 
GarverzOgerung. Sie wird vielmehr bei giarkraftigem Saft 
nur unter bestimmten Umstanden beobachtet. Allgemein er- 
leichtern alle Faktoren das Zustandekommen der Induktion, 
die den im folgenden Kapitel untersuchten «Giaranstieg» ver- 
langsamen und vice versa; die Induktionszeit ist um so linger, 
je starker dieser EinfluB ist, bis die Angarung schlieBlich tiber- 
haupt ausbleiben kann. Diese Faktoren sind: Verdiinnung des 
Saftes, Erhédhung der Phosphatkonzentration, in geringerem 
Grad Erhéhung der Zuckerkonzentration; ferner alle Einwir- 
kungen, die die Zymase schadigen, wie laingeres Stehenlassen 
des Safts ohne Zucker usw. Von erheblichem EinfluB ist die 
Art des Zuckers: Bei gleichen Konzentrationen ist die Induk- 
tionszeit bei Saccharose bedeutend kiirzer als bei Glukose oder 
Fruktose, die unter sich ziemlich gleich sind. Manchmal wird 
auch die Induktion abgekitirzt durch ein Gemisch der beiden 
Hexosen gegeniiber jeder einzelnen von gleicher Konzentration ; 
dieser Effekt ist aber weder so stark, noch so regelmabig, wie 
das Verhalten des Rohrzuckers. 

Die Induktionszeit unabhangig von den genannten Mo- 
menten abzukiirzen oder aufzuheben, wurde auf zweierlei 
Weise versucht, durch Beeinflussung des Zuckers und durch 
Beeinflussung der Hefe. Gehen wir von dem Fall aus, wo die 
Induktionszeit am lingsten ist: mabig garwirksamer, verdiinnter 
Saft mit hohem Phosphat- und Fruktosegehalt, so zeigt sich 
keine Verdnderung, wenn der Zucker fiir sich oder mit Alkali 
aufgekocht oder mehrere Stunden im Wasserbad auf 70—90° 
erwarmt wurde; ebensowenig, wenn der Zucker mit Phosphat 
kurze Zeit gekocht war. Wurde dagegen die Fruktose und 
ebenso Glukose zusammen mit Phosphat (10 ccm 20 °/oige 
Fruktose + 10 ccm m/e-neutrales Phosphatgemisch) 4—6 
Stunden oder linger bei etwa 80° gehalten, so war jetzt die 
Induktion bedeutend verkiirzt. Noch giinstiger schien es zu 
sein, wenn ein solches Zuckerphosphatgemisch nach der Er- 
warmung einige Tage unter Toluol auf Eis gehalten wurde. 
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Niemals aber wurde die Induktion so prompt aufgehoben, wie 
durch Hexosephosphat tiber '/s5 Millimol, sondern Fruktose und 
Glukose glichen in dieser Hinsicht nun etwa dem Rohrzucker. 
Sollte also die Abkiirzung der Induktionszeit auf der Bildung 
von etwas Hexosephosphat beruhen, so miifte es sich unter- 
halb der genannten Konzentration halten. 

Anderseits konnte auch durch eine bestimmte Behand- 
lung der Hefe die Induktionszeit sehr verkiirzt oder aufgehoben 
werden, ohne im tbrigen die Giérwirksamkeit des Saftes zu 
verbessern, naémlich durch trockenes Zerreiben mit Glaspulver 
vor Herstellung des Safts. Auf diese Weise wird offenbar ein 

fiir die Angaérung erforderlicher Stoff (vielleicht auch Hexose- 
phosphat) leichter aus den Zellen extrahierbar, der sonst in 
ihnen zuriickbleiben kann. Das wird auch dadurch wahr- 
scheinlich, daB die Trockenhefesuspension selbst unter gleichen 
Konzentrationsbedingungen keine oder nur eine ganz kurze 
Induktion aufweist. Beziiglich der im folgenden gegebenen 
Beispiele sei bemerkt, daB die verschiedenen Versuche, die 
sogar mit verschiedenen Hefepraparationen angestellt sind, 
untereinander nicht vergleichbar sind, da die Induktion von 
geringen Modifikationen des Girgemisches sehr abhiingig ist. 
Innerhalb der einzelnen Versuchsserie mu8 daher Vorbehand- 
lung des Safts usw. genau gleich sein. Als Induktion wird die 
Zeit vom Zusammenmischen der Fliissigkeit bis zur deutlich 
ansteigenden Kohlensiurebildung angenommen. CQO,-Retention 
findet, wie schon gesagt, nicht statt. 








Tabelle I. 
Gemeinsame | 
Zusammensetzung der Variationen | Induktionszeit 
Gemische | 
1. Je 1 ccm: 0,6 ccm Saft Fruktose | 1h 45/ 
+ 0,1 ™/s-KH,PO, + 0,1 Saccharose 0’ 


dest. Wasser ++ 0,2 ccm 
Zucker (20°/o) 

















2. Je 1,0 ccm : 0,5 ccm Saft} 0,15 Fruktose 20% | 4! 
-+- 0,35 ccm dest. Wasser} 0,2 > 2% | 15 
-+ Zucker (ohne Phos-| 0,15 Glukose 20% | 40 
phatzusatz) 0,2 > 2° | 30‘ 

0,15 Saccharose 20°/o | 0 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


ee ——————————————————_——_————————— 





Gemeinsame 
Zusammensetzung der Variationen Induktionszeit 
Gemische 
3. Je 0,9 ccm : 0,4 ccm Saft | 0,15 Fruktose 20°/o ohne | 0! 
-+- 0,15 ccm 20 °/o Zucker Phosphat 
-++ Wasser 0,15 Fruktose 20°/o + 0,15 
m/z neutr. Phosphat 2—8 Stunden 
‘ in 3 Stund. nicht 
do. zusammen gekocht angegoren 
do. 64 Wasserbad 70—80° 50’ 
do. 64 Wasserbad 70—80° 40° 


(andere Herstellung) 
0,15 Glukose 20% +- 0,15 
m/3-n-Phosphat 
do. 64 Wasserbad 70—80° 


2—3 Stunden 


60’ 





4. Je 1,0 cem : 0,5 ccm Saft 
+- 0,15 Fruktose 20 °/o 
-++- 0,15 m/s neutr. Phos- 
phat 


Fruktose -+- Phosphat zu- 
sammen gekocht 


do. 28 Wasserbad 70—80 ° 


in 41 Stunden 
nicht angegoren 


do. 
Ph 





5. Je 1,0 ccm : 0,5 ccm Saft 
-+- 0,15 ™/s neutr. Phos- 
phat +- 0,15 Zucker 20°/o 


0,15 Fruktose + 0,15 m/2- 
Phosphat 
do. zusammen gekocht 
0,15 Fruktose + 0,15 m/s- 
Phosphat. 65 Wasserbad 
70—80° 


0,15 Saccharose + 0,15 
m/-Phosphat 


| in 4‘/, Stunden 
nicht angegoren 
do. 


1h 45’ 


60’ 





6. Je 0,9 ccm: 0,6 cem Saft 


0,15 Fruktose ++ 0,15 m/s- 


In 3h 40’ nicht 





(aus 1 Jahr alter Miinchn. Phosphat angegoren 
Hefe) -- 0,15 ™/s-Phos- | go, 6h Wasserbad, 5 Tage , 
phat -+-0,15 Zucker 20°/o auf Eis (Toluol) 40 
do. (ohne Toluol) 40 
0,15 Saccharose + 0,15-m/2- 30/ 

Phosphat 
7. Je 1,0 ccm : 0,6 ccm Saft Hefe unzerrieben 1h 45’ 

0,1-m/s-KH,PO, — 0,1 >  zerrieben 10’ 


dest. Wasser -+- 0,2 Fruk- 
__ tose 20 °/o 








8. Je 1,0 ccm : 0,6 ccm Saft | 
(schlecht wirksamer Hefe) | 
-+-0,25 dest. Wass. -+-0,15 | 
Fruktose 20°/o | 





Hefe unzerrieben 


>» zerrieben 


In 31/24 nicht an- 
gegoren 


1'/e—2 Stunden 
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Das Phinomen der Induktion ist nicht identisch, hat aber 
eine gewisse Verwandtschaft mit der von Euler und Mitar- 
beitern studierten Angiérungshemmung,!) die sich im Extrakt 
bestimmter Trockenhefen findet, welcher nicht zur Kohlen- 
siurebildung, sondern nur zur Veresterung des Zuckers mit 
dem Phosphat befahigt ist. Diese Veresterung kann niamlich 
auch nicht unmittelbar vonstatten gehen, sondern nur, wenn 
der Zucker kurze Zeit zuvor mit lebender Hefe zusammen- 
gehalten, «angegoren» wurde. Euler postuliert ein besonderes 
Ferment «Hexase», das fiir die Umwandlung des Zuckers in 
veresterbare Form erforderlich sei. Nach neuerdings veroffent- 
lichten Versuchen soll aber diese «Angirung» nur fiir Glukose 
und Mannose, nicht fir Fruktose von néten sein,?) es scheint 
sich also dabei um eine Verwandlung in Fruktose zu handeln. 
Eine solche der Veresterung vorhergehende Umwandlung des 
Zuckers in Fruktose kommt in meinen Versuchen natiirlich 
nicht in Betracht, da sich Fruktose und Glukose fast gleich 
verhalten. Auch kann es sich in dem von mir untersuchten 
Fall der Garverzégerung nicht um Bildung des in Alkaligegen- 
wart entstehenden Enols handeln, da dies die Induktionszeit 
nicht verkiirzt; und falls tiberhaupt wahrend der Induktion eine 
Veriinderung der Hexose stattfindet, kénnte zunidchst nur sehr 
wenig Zucker umgewandelt werden, da sich die optische Drehung 
bis zum Moment der Angirung nicht merklich andert. Wie 
wir uns aber insbesonders die Wirkung des Hexosephosphats 
zu denken haben, soll erst nach Besprechung weiterer Ver- 
suche im nichsten Kapitel erértert werden. 


Il. Der «Géranstieg>». 


Die Girung im Macerationssaft beginnt stets mit einer 
starken Beschleunigung, bedingt durch das im Saft vorhandene 
Phosphat. Nach MaSgabe, wie das Phosphat verestert wird, 





‘) Euler und Ohlsén, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 313 (1911). — 
Euler und Kullberg, Diese Zeitschr., Bd. 74, S. 15 (1911). — Euler und 
Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 205 (1912). 

*) Euler, Ohlsén, Johansson, Biochem. Zeitschr., Bd. 84, S. 403 
(1917). 
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sinkt die Garungsgeschwindigkeit, bis sie auf einen langere 
Zeit konstanten Wert fallt, dessen Grofe durch die in der Zeit- 
einheit aus dem Hexosephosphat wieder abgespaltene Phosphat- 
menge bestimmt wird. Wie viel Kohlensiure unter der 
Wirkung des freien Phosphats mehr gebildet wird, als in 
gleichem Zeitraum des spiateren Stadiums, ist durch die 
Hardensche Gleichung I als 4quimolekular der Phosphorsaure 
bestimmt. Aber tiber die Geschwindigkeit, mit der diese 
Mehrbildung erfolgt, sagt natiirlich die chemische Reaktions- 
gleichung nichts aus. Der Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit 
zur Zeit, wo die Phosphatkonzentration offenbar im Sinken ist, 
beweist, daB beide unter gewissen Umstanden gleichsinnig ver- 
laufen kénnen. Wiirden diese Umstande allgemein gelten, so 
mubte 1. die maximale Girgeschwindigkeit um so grOfer sein, 
je hoher man den Gehalt an freiem Phosphat wahlt und 2. die 
Anfangsgeschwindigkeit in der «Phosphatperiode» der Girung 
am grOften sein, da ja von vornherein die Phosphatkonzentration 
sinkt. Beides ist nicht der Fall. Schon Harden und Young 
haben beobachtet, dai 1. die maximale Girungsgeschwindigkeit 
bei niederem Phosphatgehalt ziemlich gleich, bei hdherem 
dagegen sehr viel kleiner ist; hoch und niedrig sind relativ, 
in den verschiedenen Prefsaften wechselnd. In einem typischen 
Fall‘) verlangsamt sich z. B. die maximale Gargeschwindigkeit 
(mit 10°/o Glukose) in Gegenwart von 0,1 m-Phosphat auf 
etwa die Hilfte gegeniiber 0,067 m-Phosphat, das mit 0,033 
m-Phosphat gleich wirkt; 2. sahen sie, daf nach Phosphat- 
zusatz die Geschwindigkeit nicht sofort auf den Maximalwert 
hinaufschnellt, sondern allméhlich ansteigt, am Jangsamsten 
bei hoher Phosphatkonzentration. Dabei wird aber das Maximum 
nicht bei ein und derselben aktuellen Konzentration freien 
Phosphats erreicht. Der sich hier vom kinetischen Standpunkt 
ergebenden Schwierigkeiten wissen sie nur dadurch Herr zu 
werden, daB sie die Annahme machen, der Zucker bilde mit 
hohen und niederen Phosphatkonzentrationen verschiedene und 
verschieden stabile Ester, die sich nach Mafigabe des Phosphat- 
verbrauchs in einander umwandelten. Wir werden am Schluf 


) Proc. Roy. Soc. B., Bd. 80, $. 308 (1908). 
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dieses Abschnittes sehen, daB sich die bezeichneten Phinomene 
durch einfachere Annahmen erkliren lassen. 

Wir betrachten zunichst das anfiingliche Steigen der 
Gargeschwindigkeit, wir nennen es den «Giranstieg», der von 
den englischen Forschern nicht néher untersucht worden ist. 
Dieser Garanstieg hat unmittelbar nichts mit der im vorigen 
Kapitel beschriebenen Induktion zu tun. Unter allen Umstinden, 
auch bei Gegenwart von Hexosephosphat steigt die Garungs- 
geschwindigkeit allmahlich zum Maximum. Wiederum wurde auf 
verschiedene Weise festgestellt, da8 dabei keine CO,-Retention 
eine Rolle spielt, vielmehr beobachtet man genau dasselbe, 
wenn man einen Uberschu8 von Kohlensiure einleitet und erst 
im Apparat fortschittelt. 


Bei sonst ganz gleichen Verhiltnissen erfolgt 
der Gairanstieg um so rascher, je kleiner die Phos- 


cmm co, 
6 #0 











Sn meae! e 
































240 





760 











80 



































0 10 20 30 40 «650 G60— sé Min. 
1 X—X 0,025 m Phosph. 2 O=O 0,06 m, 3.4-+ 0,12m. 4 @~e 0.2m. 
Fig. 1. 








198 Otto Meyerhof, 


phatkonzentration ist und unabhangig davon, wie 
groB das Maximum der Gidrungsgeschwindigkeit ist. 
Dies Resultat sieht man sehr deutlich aus Fig. 1, wo 
die einzelnen Kurven die Garungsgeschwindigkeit (emm CO, 
pro 5 Minuten) bedeuten bei Zusatz von Phosphat in einer Ge- 
samtkonzentration von (1) 0,025 m, (2) 0,06 m, (3) 0,12 m, 
(4) 0,2 m zu einem Gemisch von 1,2 ccm, bestehend aus 0,6 cem 
Hefesaft, 0,1 ccm Hexosephosphat (0,05 m), 0,2 eem 20°/oige 
Fruktose (Lavulose puriss. crist. Merck), das als Bestandteil 
des Macerationssafts auBerdem schon freies Phosphat ent- 
sprechend einer Gesamtkonzentration von 0,06 m von vorne- 
herein enthélt. Die Geschwindigkeit ist vom Moment des 
Garungsbeginns an, jeweils fiir die vorangegangenen 5 Mi- 
nuten aus den Drucksteigerungen in dieser Zeit bestimmt 
(bei einzelnen ungenaueren Ablesungen ist das Mittel aus 
zwei benachbarten benutzt). Am steilsten ist der Anstieg, wenn 
iiberhaupt kein Phosphat mehr zum Saft zugesetzt wird.. 
Auf diese Abhiingigkeit der Anfangsbeschleunigung der 
Girung vom Phosphatgehalt wirft nun die Tatsache ein gewisses 
Licht, daB jedes andere Salz genau so wirkt wie die 
Steigerung der Phosphatkonzentration: es verlangsamt 
den Giiranstieg der Phosphatperiode. Dies zeigt Fig. 2, wo 
die Garungsgeschwindigkeiten (emm CQO, pro 10 Minuten) von 
Gemischen verzeichnet sind, zu denen neben Phosphat (0,012 m) 
noch NaCl, NaNO, und einbasisches KH,PO, hinzugegeben 
wurde: auf 1,5 ccm mit 0,6 cem Saft und 0,2 cem 20°/oiger 
Fruktose: (1) kein Zusatz, (2) 0,11 m NaCl, (38) 0,2 m NaCl, 
(4) 0,1 m NaNO,, (5) 0,1 m KH,PO, (Gesamtkonzentrationen). 
Ein zweites Moment fiihrt uns in der gleichen Richtung 
weiter: Lassen wir den Saft vor Zugabe des Zuckers kurze 
Zeit mit Phosphat von etwas hdherer Konzentration stehen, 
so erfolgt der Garanstieg langsamer, aber bis genau zum selben 
Maximum, wie in einem vollstindig gleich zusammengesetzten 
Giirgemisch, in dem Zucker und Phosphat zusammen hinzu- 
gesetzt wurden. Vergleiche Fig. 3, wo die Garungsgeschwin- 
digkeit (emm COQ, pro 5 Min.) zweier Gemische verglichen ist, 
bestehend aus 0,6 cem Saft, 0,2 ccm 20°/oiger Fruktose, 
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o 10 #20 30 #40 50 #460 #70 + £80 90 Min. 


4/.%—«K ohne Zusatz 2 O—oQiim NaCl. 3 e—e 0.2m NaCl. 


+ +—— O1m NAaNO3. 5S —x 0Oim KH2 PO,. 
Fig. 2. 


0,2 cem m/2 neutr. Phosphat und etwas Hexosephosphat auf 
1,4 ccm Fliissigkeit, (1) bei Beginn der Garung vermischt, 
wahrend bei (2) das Phosphat !/2 Stunde vor Beginn zum Saft 
gegeben wurde. 

Aus beiden Versuchsreihen lat sich der Schlu8 ziehen: 
dem Phosphat kommt aufer der spezifischen Funktion als 
Komponente der Gadrungsgleichung noch eine allgemeine «Salz- 
funktion> zu. In dieser Rolle verlangsamt es durch Hemmung 
oder Schiidigung eines Teils des Enzymkomplexes ebenso wie 
andere Salze irgend eine Phase des Zuckerzerfalls. Fir die 
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10 20 39 40 50 60 70 80 Min. 
Fig. 3. 


verschiedene Form des Garanstiegs ist also die Annahme der 
Bildung verschiedener Zuckerphosphorsiéuren entbehrlich. Und 
dasselbe gilt zweifellos ebenso fiir die Verringerung des Ge- 
schwindigkeitsmaximums bei hohen Phosphatkonzentrationen. 
Da8 wir es hier ebenfalls mit einer solchen Hemmung zu tun 
haben, folgt daraus, daB 1. die Gegenwart eines anderen Salzes 
das Maximum (bei niedrigem Phosphatgehalt) ebenso herab- 
driickt wie Vermehrung des Phosphats (vgl. Fig. 2), 2. dab 
das im ganzen fiir die Garung etwas ungiinstiger wirkende 
KH,PO, schon bei geringeren Konzentrationen ein abgeflachtes, 
aber dafiir um so linger anhaltendes Gaérungsmaximum gibt, 
wie das neutrale Phosphat. Zwei Unterschiede, die sich zwi- 
schen den Garungskurven mit hdherem Phosphatgehalt und mit 
andern Salzen finden, erklaren sich durch die spezifische Phos- 
phatfunktion: durch fremdes Salz wird die Phosphatperiode 
nur so viel verlingert, als der Abflachung der Geschwindigkeits- 
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kurve entspricht, da ja in beiden Fallen in dieser Periode 
gleich viel Kohlenséure durch freies Phosphat gebildet wird; 
geschieht die Abflachung der Kurve durch Vermehrung des 
Phosphats, so wird die Periode natiirlich viel mehr verlangert, 
weil ja nun viel mehr Kohlensaure in diesem Phosphatstadium 
der Garung gebildet wird. Zweitens: Durch anderes Salz wird 
stets zugleich der Gdranstieg verlangsamt und das Maximum 
erniedrigt, was bei Vermehrung des Phosphats nicht zu sein 
braucht. Hier ist in Betracht zu ziehen, da sich die Phosphat- 
konzentration ja am Anfang rasch verringert und dadurch 
Bedingungen fiir ein weiteres Steigen der Giéirgeschwindig- 
keit gegeben sind, wenn noch freies Phosphat vorhanden 
ist. (Das gebildete Hexosephosphat hemmt das Maximum auch, 
aber weniger stark.) Bei sehr geringem Gehalt an Phosphat 
ist dieses offenbar schon verbraucht, ehe dieses potentielle 
Maximum erreicht wurde. Dagegen verschwindet das fremde 
Salz natiirlich nicht. 

Mit dieser Feststellung ist aber doch noch keine geni- 
gende Klarheit iiber den wahrend des Giranstiegs vor sich 
gehenden Prozef geschaffen. Erinnern wir uns, daf die An- 
girung durch Hexosephosphat ausgelést wird. Wéahrend des 
Garanstiegs nimmt der Hexosephosphatgehalt rasch zu. Sollte 
hier eine autokatalytische Beschleunigung durch den gebildeten 
Ester stattfinden? In der Tat: Je mehr Hexosephosphat 
wir zur Entfesselung der Angiérung hinzugeben, um 
so steiler der Giranstieg. In dhnlichen Aquivalentkon- 
zentrationen, bei denen anorganisches Phosphat stark ver- 
langsamt, gibt das Hexosephosphat eine Beschleunigung des 
Garanstiegs, die besonders deutlich ist bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von viel Kaliumphosphat, weil dann die aufsteigende 
Kurve ja stark gedehnt ist. Am starksten sind die Unterschiede 
bei niederen Konzentrationen des Hexosephosphats. In Fig. 4 
ist die im Verlauf des Géaranstiegs gebildete Kohlensaure (Ge- 
samtmenge, nicht Geschwindigkeiten) abgebildet, die entsteht in 
Gemischen von 1 ccm, enthaltend 0,5 cem Saft, 0,15 m/z neutr. 
Phosphat, 0,15 cem 20°/oige Fruktose, mit Hexosephosphat in 
Konzentration von (1) 0,014 m (entspricht 0,028 m-PQ,), (2) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio!. Chemie. CII. 15 
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800 7 7 7 
480 } 
320 i Ve 
160 AL Y 
. 5 10 0615) 20S 80 BS 404 Min. 
AK 1:0,014m Hex. 2.e—00,0035m. 3. O—O 00007m. 


& +—+ 0,0002m. 
Fig. 4. 


(0,0035 m, (3) 0,0007 m, (4) 0,0002 m. Der Gehalt der Stamm- 
lésung Hexosephosphat wurde durch Zersetzung mit Salzsaure 
und Phosphorséurebestimmung mit Magnesiamixtur ermittelt. 
Ein Versuch mit ahnlich zusammengesetztem Gaérungsgemisch, 
aber noch hdheren Hexosephosphatkonzentrationen ist der 
folgende. Bei diesem ist bereits das Gérungsmaximum bei der 
héchsten Konzentration verringert, der Anstieg am Anfang aber 
gleichwohl beschleunigt. 

Zusammensetzung der Gemische: 1,4 ccm Flissigkeit mit 0,6 ccm 
Saft, 0,2 ccm 20°/oige Fruktose, 0,2 ccm ™/s neutr. Phosphat und Hexose- 
phosphat in den angegebenen Konzentrationen. 
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0,01 m | 0,02 m | 0,04 m 
| cmm CO, « 4') | emm CO, X 4 | cmm CO, X 4 
| Gesamt ipro 5 Min! Gesamt 'pro 5 Min.| Gesamt 'pro 5 Min. 
5 4 | 4 7 7 8 8 
10’ 14 10 20 13 24 16 
15’ 32 18 48 28 69 45 
20° 69 37 126 78 — 66 
25’ 119 50 202 76 200 
30‘ 210 | 91 294 92 271 71 











Daf derselbe Einflu§ aber auch bei kleinen Konzen- 
trationen anorganischen Phosphats feststellbar ist, zeigt der 
folgende Versuch, dessen Geschwindigkeitskurven auf Fig. 5 
abgebildet sind. 
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"0 jF © # MW 25 30 35 0 48 50 S55 60 Min. 
1 w—* 0,005m Hex. 2. O—O 0,0005 m. 
Fig. 5. 
Je 1,2 ccm Fliissigkeit, mit 0,5 cem Saft, 0,2 ccm 20 °/o iger Fruktose, 
0,1 ccm m/s-Phhosphat und Hexosephosphat in der angegebenen Konzentration. 







































































') Die Zahlen bedeuten: Millimeter-Manometerdruck = 4 cmm CO,. 
15* 
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(1) 0,005 m | (2) 0,0005 m 
emm CO, « 4 cmm CO, X 4 
Gesamt | pro 5 Min. Gesamt | pro 5 Min. 
5! 22 22 17 17 
10° 105 83 68 51 
15’ 194 89 162 94 
20’ 263 69 231 69 
30/ 351 44 302 36 
4)’ 381 15 333 15 
50‘ 405 12 353 10 
60/ 424 10 372 10 














Es kénnte nach dem Vorangehenden den Anschein haben, 
als ob sich der Garanstieg vollsténdig erkliren liefe durch die 
autokatalytische Wirkung der gebildeten Hexosephosphorsiure 
in Verbindung mit der «<negativ katalytischen» des verschwin- 
denden anorganischen Phosphats. Das ist aber doch nicht der 
Fall. Denn wie man den Versuch auch einrichtet, niemals 
setzt die Garung augenblicklich mit der Maximalgeschwindigkeit 
ein, sondern steigt — eventuell innerhalb weniger Minuten — 
zum Maximum an. Wahlt man die Konzentrationen Ester und 
freies Phosphat, die sich in einem beliebigen Versuch als im 
Girungsmaximum vorhanden errechnen lassen, als Anfangs- 
bedingungen eines zweiten, so beginnt die Girung durchaus 
nicht mit jener Maximalgeschwindigkeit. Ehe wir nochmal auf 
die Rolle des Hexosephosphats zuriickkommen, wollen wir die 
sich zur Erklarung bietenden Modglichkeiten besprechen. Die 
einfache Annahme, der Zerfall des Zuckermolekiils erfolge in 
Etappen, die eine gewisse Zeit beanspruchten bis zur Bildung 
der Kohlensiure, geniigt nicht. Dann miifte nach Verlauf einer 
gewissen Latenzzeit die Kohlensaurebildung maximal einsetzen. 
Anders steht es aber mit. einem Befunde von Euler und 
Johansson,!) der mir in dieser Beziehung wichtig scheint: 
nach diesen Autoren erfolgt nimlich bei der Garung von 
Trockenhefe in Gegenwart von Toluol anfangs die Veresterung 
des Zuckers rascher als die Bildung der dquivalenten Kohlen- 


‘) Diese Zeitschr. Bd. 85 S. 192 (1913). 
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sdiuremenge und erst gegen Schlu$ der Phosphatperiode findet 
ein solcher Ausgleich statt, daB die Gesamtmengen dquimole- 
kular werden. Wenn es auch nicht feststeht, wie hoch man 
die Genauigkeit dieser Versuche ansetzen darf — es ist ja 
nicht ganz einfach, in Abschnitten von wenigen Minuten unter 
genau gleichen Bedingungen den Gehalt freien Phosphats und 
die Kohlensaéurebildung jeder Periode zu bestimmen — und 
die verdffentlichten Versuche der schwedischen Forscher zu 
einer bestimmten Entscheidung nicht ausreichen, so kénnten 
sie doch in Verbindung mit der hier dargelegten Rolle des 
Phosphats und Hexosephosphats das Phanomen des Giranstiegs 
vom kinetischen Standpunkt verstehen lassen. Die Veresterung 
wirde sofort mit der durch die Konzentration der Komponenten 
bedingten Geschwindigkeit beginnen, es bestinde aber anfang- 
lich eine Dissoziation mit den zur Kohlensaure fiihrenden Zer- 
fallsprozessen des zweiten Zuckermolekiils, die erst allméhlich 
iiberwunden wiirde. Dies letztere bleibt natiirlich zunichst 
unaufgeklart.1) Daf sich ein — unter gleichen Bedingungen 
noch steiler verlaufender — Garanstieg auch bei Trockenhefe 


findet, zeigt der folgende Versuch. 
4 g Trockenhefe in 23 ccm Wasser. Davon 1,4 ccm + 0,7 dest. 
Wasser -+- 0,2 ccm 20°/oige Frukt. --+ 0,1 ccm Hexosephosphat (0,14 m). 














cmm COQ, X 4 
| Gesamt pro 2'/e Min. 
Qty / 24 | 24 
5! 94 70 
7'/2/ 269 175 
10‘ | 314 145 
124/2/ 386 72 
15/ | 438 52 
20’ 511 36 
25 ‘ 561 25 
45)! | 724 21 





‘) Bei ihren Studien iiber die Phosphatveresterung in dem nicht 
gleichzeitig girenden Hefeextrakt haben schon Euler und Ohlsén, 
Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 313 (1911) die Beobachtung gemacht, dab 
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AuBer der hier gegebenen Deutung des Giranstiegs mu8 
noch eine andere in Betracht gezogen werden: die Bildung 
eines Zwischenprodukts vor der endgiiltigen Veresterung. Dies 
Zwischenprodukt kann man dann entweder, wie die englischen 
Forscher, schon als einen intermediéren Zuckerphosphorsiure- 
ester auffassen, der aber noch nicht mit dem Zerfall des 
anderen Zuckermolekils verkoppelt ist, oder als die «verester- 
bare Form des Zuckers» im Sinn Eulers. Alle meine Ver- 
suche in dieser Richtung verliefen negativ. Zucker mit Alkali 
oder Phosphat gekocht oder lingere Zeit auf dem Wasserbad 
bei 70—90° erhitzt, auch das die Induktion stark abkiirzende 
Zucker-Phosphatgemisch geben genau den gleichen Giranstieg, 
wie nicht vorbehandelter Zucker unter den gleichen Umstinden. 
Auch Inkubation des Zuckers mit nicht girendem, aber gir- 
fahigem Saft (ohne Hexosephosphat) oder mit Kochsaft hatten 
kein anderes Resultat. Daf ein solcher etwaiger intermediirer 
Korper kein einseitig umgewandelter Zucker, sondern -dann 
schon irgend eine Zucker-Phosphorsaureverbindung sein miiBte, 
geht aus dem Giaranstieg hervor, der bei nachtraglichem 
Phosphatzusatz zum Gdrungsgemisch erfolgt. Die Versuche 
Harden und Youngs sind tiberhaupt mit Phosphatzusatz zu 
einem schon in konstanter Gérung befindlichen PrefSsaft ange- 
stellt: auch dann der allmahliche Anstieg, wihrend doch in 
diesem Fall schon ein gewisser Uberschu8 an Zucker vorher 
in veresterbare Form hatte umgewandelt sein miissen. Beim 
Macerationssaft geben vergleichende Versuche mit vorherigem 
und nachtréglichem Phosphatzusatz leider kein klares Bild. 
Einmal werden die Verhiltnisse durch die anfangliche Bindung 
des schon im Saft gegenwartigen Phosphats stark geéndert 
und dann ist das Garungsmaximum bei spéterem Zusatz immer 
sehr viel niedriger und daher tiberhaupt kein einwandfreier 


Vergleich mdglich. 


die Geschwindigkeit dieser Esterbildung entgegen dem Massenwirkungs- 
gesetz bis zum Schlu8 nicht abnimmt und daher den «zunehmenden 
Einflu8 eines Katalysators» oder den <«abnehmenden eines Paralysators> 
vermutet. Héchstwahrscheinlich ist auch in ihrem Fall das Hexosephosphat 
dieser Katalysator, das anorganische Phosphat der enaeryaeee, der Vor- 
gang also eine echte Autokatalyse. 
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Die auslésende und beschleunigende Rolle, die das Hexose- 
phosphat bei der Angarung spielt, kénnte noch auf eine andere 
Weise zu erklaren versucht werden. Der zugesetzte Ester 
wird ja vom Hefesaft selbst vergoren, nachdem er zuvor in 
freies Phosphat und eine fruktoseaihnliche Hexose gespalten 
ist.!) Bei dem grofen Unterschied, der sich zwischen Rohr- 
zucker und Fruktose hinsichtlich der Induktion ergab, kénnte 
man annehmen, da auch die aus dem Hexosephosphat abge- 
spaltene Hexose besonders leicht angegoren werden kénnte, 
etwa weil sie ebenso wie der Invertzucker im Moment der 
hydrolytischen Spaltung — in statu nascendi — besonders 
labil ware, oder auch weil sie sich ohne weitere Umwandlung 
zur Wiederveresterung mit Phosphat eignete. Wenn dann auf 
solche Weise die Garung in Gang gekommen wire, wiirden 
auch die schwerer angreifbaren Fruktosemolekiile mit in den 
Zerfall hineingerissen. Manche Angaben in der Literatur iiber 
Gadrungsaktivatoren sind sogar einer solchen Deutung sehr 
giinstig. So geben M. Oppenheimer?) und Neuberg’) an, 
daB das selbst vergarbare brenztraubensaure Natrium und 
auch andere ketosaure Salze die Zuckervergirung beschleu- 
nigen und wie es nach ihren Angaben scheint, am starksten 
zu Beginn der Garung. Brenztraubensaures Na kann 
jedoch, obwohl es stiirmisch von Macerationssaft 
vergoren wird, das Hexosephosphat nicht ersetzen. 
Es laBt sich auch auf einem direkteren Wege zeigen, dab die 
hier herangezogene, ganz plausible Deutung nicht zutrifft. In 
diesem Fall kame als Beschleuniger des Giranstiegs die abge- 
spaltene «labile» Hexose in Betracht und der EinfluB der Kon- 
zentration des Hexosephosphats auf die Steilheit des Anstiegs 
muBte auf die Konzentration der Spaltprodukte bezogen werden, 
die ja — ceteris paribus — mit jener parallel geht. Nun 
kOnnen wir nach einer Entdeckung Harden und Youngs den 
Gehalt an abgespaltener Hexose stark vermehren bei gleich- 
zeitiger Verringerung der Hexosephosphatmenge, nimlich durch 





*) Young, Proc. Roy. Soc. B., Bd. 81, S. 528 (1909). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 235 (1914/15). 
%) Biochem. Zeitschr., Bd. 71, S. 1 (1915). 
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Natriumarseniat. Die englischen Forscher zeigten, da die 
enorme Beschleunigung der zellfreien Garung durch gewisse 
Konzentrationen von arsensaurem Natrium auf nichts anderem 
beruht als starker Steigerung der Hydrolyse des Hexoseesters, 
durch die der Gehalt an freiem Phosphat dauernd hoch gehalten 
wird.!) Dies wurde schon von ihnen auf verschiedene Weise 
bewiesen. Immerhin verringert die starke Selbstgirung des 
Prefsafts und die Zunahme, die auch diese infolge vermehrter 
Hydrolyse des Glykogens durch Arseniat erfihrt, die Durch- 
sichtigkeit ihres Beweismaterials.?) Das Fehlen der Selbst- 
girung im Macerationssaft gestattet, diese Tatsache in héchst 
iiberzeugender Weise zu demonstrieren und gleichzeitig fest- 
zustellen, daf die Methode zur Entscheidung der Frage, ob 
das Hexosephosphat oder seine Spaltprodukte den Gdranstieg 
beschleunigen, benutzt werden kann. 

1. Verwendet man eine niedrige Phosphatkonzentration, 
die ein hohes Geschwindigkeitsmaximum der Gdarung gibt 
— also eventuell Macerationssaft ohne weiteren Phosphatzu- 
satz —, so erhalt man mit und ohne Arseniat dasselbe Maxi- 
mum; wahrend es aber in Abwesenheit von Arseniat rasch ab- 
fallt, bleibt es mit diesem lange bestehen. Ein solcher Versuch 
ist auf Fig.6 abgebildet. Hier wurde aus besonderen Griinden, 
die in diesem Zusammenhang nicht interessieren, statt des 
Hefesafts sein iiber dem Ultrafilter gewaschener Riickstand 
benutzt und Coferment und Phosphat in Gestalt von Macera- 
tionskochsaft hinzugegeben. Aus diesem Grund sind die Aus- 
schliige etwas kleiner. Die Kurven bedeuten die Geschwindig- 
keiten (emm COQ, pro 10 Minuten) von Gemischen zu 1,2 ccm, ent- 
haltend 0,2 ccm dreifach eingedickten Riickstand, 0,5 Kochsaft, 
0,2 ecm 20°/oige Fruktose, etwas Hexosephosphat und (1) 
kein Arseniatzusatz, (2) 0,005 m Natriumarseniat, (3) 0,012 m 
Natriumarseniat. Man sieht, da& bei dieser hOheren Konzen- 
tration die Geschwindigkeit etwas langsamer steigt, aber dann 
im Maximum lange Zeit konstant ist. Vor allem ergibt 
sich aber sehr deutlich, daB die Arseniatbeschleu- 





‘) Proc. Roy. Soc. B., Bd. 83, S. 451 (1911). 
7) a. a. O., S. 463. 
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nigung erst mit dem Absinken vom Phosphatmaxi- 


mum einsetzt. 
rmm (Oy 
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Fig. 6. 

2. L&&t man statt Fruktose Hexosephosphat vergaren, 
so ist die Gargeschwindigkeit bei gleicher Zuckerkonzentration 
viel geringer und von vorneherein ziemlich konstant, sie zeigt 
keine «Phosphatperiode»; sie ist bedingt durch die Geschwin- 
digkeit der vorangehenden Hexosephosphatspaltung. Setzt 
man hierzu nun Arseniat in optimaler Konzentration (0,01 
bis 0,005 m), so wird die Garungsgeschwindigkeit sofort und ganz 
auBerordentlich stark gesteigert, viel staérker als beim gleichen 
Hefesaft die Fruktosevergérung nach Ablauf der Phosphat- 
periode. Bei einem ziemlich schlecht gaérenden Saft, bei dem 
diese letztere nur etwa auf den dreifachen Wert hinaufging, 
wurde die Hexosephospatvergérung von Anfang an bis zu dem 
rasch erfolgenden Versiegen des Garmaterials um den 20 bis 
30fachen Betrag gesteigert, wie die nachstehenden Versuche 
zeigen. 

Versuch 1. Gemische 1,2 ccm, enthaltend 0,7 ccm Saft und (1) 
0,3 cem 0,14 m Hexosephosphat, (2) 0,3 ecm Hexosephosphat -+ 0,1 ccm 
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m/so Arseniat, (3) 0,1 ccm 20°%o Fruktose, (4) 0,1 ccm 20°%o Fruktose 
+ 0,1 ccm ™/s9 Arseniat. 


CO,-Bildung : cmm CO, 4. 




















(1) 2) | (3) | (4) 
| Hexose- Hexosephos- on Fruktose 
phosphat phat ++ Ars. + Ars. 








Ge- pro Ge- pro Ge- pro Ge- pro 
samt | 10 Min. samt _10Min. samt |10Min.) samt | 10Min. 





| 




















10’ sia 3. ae ao Ta Th et ee 
25/ 12 5 210 | 121 | 127 | (1) | 131 | (52) 
40’ 20 5 280 47 | 185 | 39 | 183 | 35 
th 32 6 | 310 15 | 317 | 66 | 288 | 53 
th 15’ 43 7 323 9 | 375 | 389 | 392 | 69 
1h 35! — — — — | 436 | 30 | 541 | 7 
fh 45/ _ _ _ — | 464 |} 28 | 616 | % 














Versuch 2. Gemische 1,2 ccm: enthaltend 0,7 ccm Saft, 0,3 ccm 
0,14 m-Hexosephosphat und (1) ohne Arseniat, (2) 0,008 m-Arseniat, 
(3) 0,002 m Arseniat. 














emm CO, X 4. 
(1) | (2) | (3) 
ohne Ars. 0,008 Ars. 0,002 Ars. 
Gesamt | prodMin.| Gesamt | pro5Min.| Gesamt | pro 5 Min. 
5! 5 5 21 21 14 14 
10‘ | 9 4 97 76 71 57 
30‘ | 20 3 326 57 280 52 
ih | 46 4 391 11 370 15 

















Versuch 3. Gemische 1,6 ccm enthaltend 0,8 ccm Saft, 0,4 ccm 
0,14 m-Hexosephosphat und (1) ohne Arseniat, (2) 0,006 m-Arseniat. 











ohne Arseniat mit Arseniat 
CO, X 4 ; ; 
Gesamt | pro10Min.| Gesamt | pro 10 Min. 
10‘ 6 6 122 122 
20 ‘ 15 9 367 243 
40)’ 29 7 442 37 
60 44 7 472 15 
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3. Untersucht man nun den Garanstieg von Fruktose in 
Anwesenheit von wenig Hexosephosphat mit und ohne Arseniat- 
zusatz, so wird die Konzentration des Hexosephosphats an- 
fangs durch das Arseniat rasch verringert, wahrend die Kon- 
zentration der Spaltprodukte relativ auferordentlich steigt. 
Diese Vermehrung muf ungefihr so grof sein, wie bei aus- 
schlieBlicher Hexosephosphatvergarung die Beschleunigung am 
Anfang betragt. Kommt es fiir die Angérung auf das Hexose- 
phosphat selbst an, so kann das Arseniat keinen betrachtlichen 
Einflu8 haben, und wenn, nur im Sinne einer Verlangsamung, 
da ja die Hexosephosphatkonzentration sich auch mit Arseniat 
relativ in den ersten Minuten nicht sehr bedeutend 4dndert. 
Kame es aber auf die Spaltprodukte an, so miifte das Arse- 
niat den Gidranstieg auSerordentlich beschleunigen, da die 
relative Menge derselben dadurch sehr wichst. Die genauesten 
Versuche in Gegenwart von sehr wenig Hexosephosphat — 
so dai dessen Eigengérung keine Komplikation hervorruft 
— zeigen nun, da in der Tat kein oder hoéchstens ein ver- 
langsamender Einfluf des Arseniats auf die Angarung festzu- 
stellen ist. 


Versuch 4. 1,2 Gemisch, enthaltend 0,6 ccm Saft, 0,2 ccm 20 °/oige 
Fruktose, 0,0006 m Hexosephosphat, und (1) ohne Zusatz, (2) mit 0,005 
Arseniat. 




















cmm CO, < 4 
(1) | (2) 
ohne Zusatz mit Arseniat 
Gesamt | pro 5 Min.| Gesamt | pro 5 Min. 
5/ 5 5 4 4 
10’ 21 16 20 16 
15‘ 51 30 48 28 
20’ 100 49 94 46 
30 211 56 200 53 
40)’ 380 84 375 87 
50‘ 523 71 511 68 
60‘ 596 37 749 69 
70’ 622 13 857 54 
80‘ 645 12 953 46 
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Ill. Die Bedeutung des Cofermentgehalts fiir die Gar- 
geschwindigkeit. 


Welchen Einflu8 tbt das Coferment auf die Geschwindig- 
keit aus? Da im Hauptintervall des Garungsablaufs die Um- 
satzgrobe durch die Hexosephosphatase bedingt wird und diese, 
wie die englischen Autoren zeigten, des Cofermentes nicht be- 
darf, so kann sich in diesem Abschnitt eine Vermehrung des- 
selben tiber die Menge hinaus, die ausreicht, um die Zymase 
zur volligen Beschlagnahme des abgespaltenen Phosphats zu 
befaéhigen, gar nicht geltend machen (wenn man nicht gleich- 
zeitig auch die Phosphatmenge vermehrt). Es wird daher hier 
nur die Wirkung des Cofermentgehalts auf die Garung in der 
Phosphatperiode untersucht. Von besonderer Bedeutung er- 
scheint die Frage, ob es fiir die Geschwindigkeit auf die Menge 
des Coferments relativ zur Zymase, oder auf seine Kon- 
zentration — unabhangig von der Enzymmenge — ankommt, 
vorausgesetzt, dafi iiberhaupt eine Abhangigkeit vom Coferment- 
gehalt zu konstatieren ist. Wenn die Menge des KOrpers mit 
der Enzymmenge in einer bestimmten Proportion stehen miiBte, 
so wurde das darauf hindeuten, daf er sich chemisch an dem 
Zuckerumsatz beteiligt, im andern Fall wiirde seine Bedeutung 
mehr in der Richtung eines Milieueinflusses zu suchen sein. 

Daf innerhalb der hier in Betracht kommenden Ver- 
haltnisse zunachst tiberhaupt eine Abhangigkeit der Geschwin- 
digkeit vom Coenzymgehalt besteht, kann man am deutlichsten 
feststellen, wenn man nur diesen und nicht gleichzeitig die 
Phosphatmenge variiert. Dies geschieht am besten durch Zu- 
satz von Muskelkochsaft, da dieser, wie ich kirzlich gezeigt 
habe, das Girungskoferment besitzt, aber eine im Vergleich 
zum Macerationssaft zu vernachléssigende Phosphatmenge. ') 
Oder man verwendet Hefekochsaft und verringert die zu- 
zugebende Menge Phosphat um den Betrag, der sich fiir den 
Kochsaft berechnet. In jedem Fall erfolgt dann der 
Garanstieg viel rascher. Ja, dies kann sogar der Fall 
sein, wenn man ohne weitere Variation Hefekochsaft zum Gar- 


1) Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 165 (1918) und Bd. 102 (2), S. 1 
(1918), Vers. 26. 
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gemisch hinzusetzt, obwohl wegen der dadurch gleichzeitig 
bewirkten Vermehrung des Phosphats das Umgekehrte der Fall 
sein sollte. Als Beispiel sind in Fig. 7 die Geschwindigkeits- 


emm(02, 
780 


7 [KX 
320 


w HEN 
Bo wi mee 


0 10 20 30 40 50 60 70 Min 
1 *—x ohne Kochsaft. e—@ mit Kochsaft 
Fig. 7. 

kurven (cmm CO, pro 5 Minuten) bei den iiblichen Mengen- 
verhaltnissen gegeben. 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,6 ccm 
Saft, 0,1 cem 20°/oige Fruktose, etwas Hexosephosphat, zu (1) 
0,2 com m/2 Phosphat und dest. W., zu (2) 0,15 ccm m/2 
Phosph.-+-0,4 cem Hefekochsaft. Obwohl so die Phosphat- 
konzentration in (2) noch etwas grofer ist als in (1), erfolgt 
der Gdranstieg steiler. In anderer Weise und unter Be- 
dingungen, die den folgenden Versuchen entsprechen, laBt sich 
dasselbe nachweisen, wenn man zu gut gewaschenem, phos- 
phat- und cofermentfreiem Ultrafiltrationsriickstand einmal Mus- 
kelkochsaft und zweitens im Vakuum eingeengten Muskelkoch- 
saft hinzugibt, auSerdem gleich viel Phosphat zu beiden. Wie- 
derum ist der Garanstieg im zweiten Fall mit konzentrierterem 
Coferment steiler, obwohl auch hier die Phosphatmenge gleich- 
zeitig etwas vermehrt ist. 


Versuch 1. Gemisch 1,2 ccm, enthaltend 0,2 ccm mit 400 fach 
Wasser gewaschenen, dreifach eingedickten Riickstand, 0,2 ccm 20 °%/oige 
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Fruktose, 0,1 ccm ™/s-KH,PO, und etwas Hexosephosphat mit (1) 0,6 ccm 
Wasser, (2) 0,6 ccm Muskelkochsaft, (3) 0,6 ccm im Vakuum zur Trockne 
eingedampften, dreifach konzentrierten Muskelkochsaft. 

















| 
| ' | ; mit konz. Muskel- 
| mit Wasser mit Muskelkochsaft eal 
| Gesamt | Gesamt |pro15Min.) Gesamt |/pro15 Min 
15’ 0 30 30 56 56 
30/ 3 | 114 S4 169 114 
45! 6 | 200 86 264 95 
th 15’ 9 | 358 79 438 87 
2h 15/ | 12 | 498 35 574 34 














Versuch 2. Héhere Phosphatkonzentration. 1,2 ccm Gemisch, ent- 
haltend 0,2 ccm mit 110fach Wasser gewaschenen, dreifach eingedickten 
Riickstand, 0,2 ccm 20 °%oige Fruktose, 0,1 com m-KH,PO,, etwas Hexose- 
phosphat, und (1) 0,6 ccm Wasser, (2) 0,6 ccm Muskelkochsaft, (3) 0,6 ccm 
im Vakuum doppelt eingedickten Muskelkochsaft. 














cmm CO, X 4 
| (1) | (2) | (3) 
| ; | : mit doppelt konz. 
mit Wasser mit Muskelkochsaft eit adn 
| Gesamt | Gesamt |pro15Min.) Gesamt /pro15 Min 
15/ 4 60 | 60 108 | 108 
30° 11 188 88 280 | 172 
45‘ | 24 372 184 495 | 215 








Einen Hinweis darauf, daB die Geschwindigkeit von der 
Konzentration und nicht der Menge des Coferments beeinfluft 
wird, kénnen wir darin sehen, dafi Zusatz von Muskelkochsaft 
zu stark verdiinntem Hefesaft einen viel staérkeren Einfluf 
auf die Beschleunigung des Giaranstiegs hat, als zu weniger 
verdiinntem, obwohl doch in beiden Fallen das Verhaltnis von 
Zymase und Coenzym dasselbe ist. Immerhin sind solche 
Versuche nicht einwandfrei, weil sich dabei auch das Ver- 
hiltnis von Coferment zu Phosphat andert und zwischen beiden 
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offenbar auch Beziehungen bestehen. Um eine sichere Ent- 
scheidung zu fallen, muf die Zusammensetzung in bezug auf 
Zucker, Phosphat und Coferment nebst allen sonstigen Kon- 
stituenten des Girgemisches unverandert bleiben, und nur die 
Zymasemenge variiert werden. Zu diesem Zweck wird ge- 
waschener Ultrafiltrationsriickstand = Zymase in wechselnder 
Verdiinnung zu genau gleichen Gargemischen hinzugefiigt, die 
aus Muskel- oder Hefekochsaft, Fruktose, Phosphat, etwas 
Hexosephosphat bestehen. Die Cofermentkonzentration nebst 
allem tibrigen ist dann konstant auBer der Zymase, die selbst 
und daher auch ihr Verhaltnis zur Cofermentmenge variiert 
wird. Wenn die Konzentration des Coferments mafgebend ist, so 
miissen die Geschwindigkeiten bis zum Abfall des Phosphatmaxi- 
mums ziemlich genau den Zymasemengen proportional sein, an- 
dernfalls mtiBte bei hherem Zymasegehalt die Geschwindigkeit 
relativ schwacher ansteigen. Da die Geschwindigkeit sich ja 
dauernd andert, so vergleichen wir nur die gesamte gebildete 
Kohlenséuremenge bis zu dem Zeitpunkt, wo in der schnellst 
vergarenden Lésung die Geschwindigkeit zu sinken anfangt. 
Der Vergleich wird erleichtert bei Benutzung von KH,PO,, 
weil hier das Maximum weniger hoch und gedehnter ist.') 


Es ergibt sich, wie die folgenden Versuche zeigen, 
recht deutlich, da8 bis zur Uberschreitung des Maxi- 
mums die Geschwindigkeit den Zymasemengen direkt 
proportional ist, da& mithin die Konzentration und 
nicht die Coenzymmenge im Verhiltnis zur Zymase- 
menge fiir die Umsatzgr6Be in dieser Zeit mabgebend ist. 





1) Es sei hier der Hinweis gestattet, daf§ in der letzten Arbeit 
(diese Zeitschr., Bd. 102, S. 1 [1918]) der Schluf aus der Garungsge- 
schwindigkeit der Anfangszeit — cum grano salis — auf den Coferment- 
gehalt der Organkochsafte nur erlaubt war, weil erstens durch ziemlich 
viel KH,PO,, ein gedehntes, lang anhaltendes Girungsmaximum erzeugt 
wurde, und der eigene Phosphatgehalt der Organsafte relativ wenig in 
Betracht kam, und zweitens die Zeiten fiir die Vergleiche im allgemeinen 
so kurz gewdhlt wurden, daf§ die Phosphatsteigerung noch nicht ab- 
gelaufen war. In der Zeit des Geschwindigkeitsabfalls tiberschneiden 
sich ja sogar bei urspriinglich gleichem Phosphatgehalt die Geschwindig- 
keitskurven. 
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Versuch 1. Je 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,5 ccm Muskel- 
kochsaft, 0,1 com m-KH,PQ,, 0,2 ccm 20°%/oige Fruktose, etwas Hexose- 
phosphat und mit 200fach Wasser gewaschenen Ultrafiltrationsriickstand 
0,4 ccm. 


(1) Riickstand 3fach eingedickt gegeniiber urspriinglichem Saft. 
(2) Ritckstand 1'/:fach eingedickt. 
(3) Riickstand 0,75 fach eingedickt. 























cmm CO, X 4. 
bn ____________________] 
a a... | (2) | (3) 

3facher Riickstand | 1'/:facher Riickstd. | 0,75 facher Riickstd. 

Gesamt pro15Min. Gesamt \pro15 Min. Gesamt 'pro15Min. 
18’ 174 145 71 59 33 28 
30° =|) 882 198 145 93 79 58 
45 473 | 141 249 104 113 34 
(1h 15’) | (585) | 56 (422) 86 (197) 42 


Versuch 2. 1,3 ccm Garungsgemisch, enthaltend 0,6 ccm Muskel- 
kochsaft, 0,2 cem 20°/oige Fruktose, 0,1 ccm m-KH,PO,, etwas Hexose- 
phosphat und 0,2 ccm Riickstand, mit 150fach Wasser gewaschen. 


(1) 3fach eingedickt, (2) 1fach eingedickt. 








cmm CO, X 4. 
ee 
| (1) (2) 
3fach konz. Rickstand 1fach konz. Riickstand 
Gesamt | pro 15 Min. Gesamt | pro 15 Min. 
19/ 83 65 15 12 
30/ 230 198 59 60 
1h 30’ 593 91 232 43 
(2h 15% (714) 40 (333) 33 














Versuch 3. Je 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,7 ccm Hefekochsaft, 
0,2 ccm 20°/oige Fruktose, etwas Hexosephosphat (kein auferes Phosphat) 
und 150 fach gewaschenen Riickstand 0,4 ccm. 

(1) Riickstand 3fach konzentriert (gegeniiber Ausgangssalt). 

(2) Riickstand 1,5fach konzentriert. 

(3) Riickstand 0,5fach konzentriert. 

Auferdem (4) Riickstand 1,5fach konz. und 0,35 ccm Hefekochsaft 


statt 0,7 ccm. 
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(2) | (3) | (4) 








|) 
| 


| 3fach. Riickst. |1'/s fach. Riickst. | 0,5 fach. Rackst.| teen 


Gesamt 'p.10Min. | Gesamt |p-10Min. Gesamt |p.10Min. | Gesamt 'p.10 Min. 
1s’ | 239 | 133 | 118 | 65 | 25 | 14 | 105 | 58 
| 











25/| 87 189 | 205 | 124 74 70 180 | 107 
(35)| (455) | 84 | 











| (325) | 120 | (132) | 60 | (216) 36 

Aus der Spalte 4 des letzten Versuchs ist zu sehen, dab 
bei Verringerung der Coenzymkonzentration trotz entsprechen- 
der gleichzeitiger Verringerung des Phosphats der Géranstieg 
langsamer erfolgt. Wir sind also in einem Bereich, wo der 
Cofermentgehalt eine Rolle fiir die Garungsanfangsgeschwindig- 
keit spielt! 


IV. Beobachtungen zu den narkotischen Garungs- 
hemmungen im Macerationssaft und Trockenhefe. 


Im Anschlufi an den kitrzlich mitgeteilten Befund,') dab 
die Fallungen im Macerationssaft durch Narkotika nur in 
Gegenwart von Salz entstehen, im gewaschenen Ultrafiltrations- 
rickstand, der aufs alte Volumen verdiinnt ist, vollstindig 
ausbleiben, anderseits bei Vermehrung des Salzgehalts, z. B. 
durch NaCl, sehr verstaérkt werden, untersuchen wir zuniichst, 
ob eine ahnliche Abhangigkeit vom Salzgehalt auch fiir die 
Hemmung durch Narkotika besteht. Extreme Fille kénnen 
bei der zellfreien Garung leider nicht untersucht werden, denn 
diese bedarf der Gegenwart von Salzen und des von Elektro- 
lyten schwer abtrennbaren Coferments und vertrigt anderseits 
keine betrachtliche Erhéhung der Salzkonzentration, da schon 
bei Zusatz von 1,5°/o NaCl die Garung im Macerationssaft 
stark gehemmt wird. Immerhin reicht die Variationsbreite 
aus, um festzustellen, da tatsiachlich Unterschiede in dieser 
Richtung bestehen und die Hemmungsgré8e in Gegenwart von 
NaC] (relativ zur Girung mit NaCl, aber ohne Narkotikum) 





*) Biochem. Zeitschr. (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 16 
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grofer ist als ohne Kochsalzzusatz. Es ist dabei aber her- 
vorzuheben, dafi 1. die Gérung gegen Salz selbst sehr empfind- 
lich ist, und diese Salzempfindlichkeit scheint sogar Bedingung 
fiir die Verstéarkung der Wirkung des Narkotikums zu sein, 
und dafi 2. nur soleche Hemmungen, die schon ohne Salz deut- 
lich sind, verstaérkt werden, aber Stoffe, deren narkotischer 
Effekt nur gerade den Schwellenwert erreicht, etwa Phenyl- 
urethan in Sattigungskonzentration, auch mit NaCl zusammen 
nicht hemmen. Der Salzzusatz wirkt also anders als die «Zell- 
struktur> in den Versuchen von Warburg, da diese die im 
Saft noch nicht wirksamen Narkotikumkonzentrationen zur 
Hemmung in der Zelle befihigt. 

Diese Messungen konnen nicht in der «Phosphatperiode>» 
gemacht werden, weil sich in dieser die Garungsgeschwindig- 
keit zu rasch andert. Daher wurde in der Regel der Saft 
zunachst mit Zucker einige Zeit in den Thermostaten gehangt, 
bis das Phosphat verbraucht war, die Kohlensdure fortge- 
schiittelt und dann gleiche Mengen Saft in die Garungsgefife 
gegeben und die Narkotika und Salzloésung hinzugesetzt. Wir 
bestimmen so die Hemmung der Hexosephosphatase, wie das 
schon friiher von Dorner geschehen ist.') Man kann sich 
jedoch davon iiberzeugen, da dusselbe auch fir die eigent- 
liche Zymasereaktion gilt. Inkubiert man z. B. Saft mit Zucker 
und ziemlich viel Phosphat nur so lange, daf noch nicht alles 
Phosphat verbraucht, das Maximum aber schon tiberschritten 
ist, so kann man auch jetzt fiir eine kurze Zeit — etwa 15 Mi- 
nuten — die gleichen Hemmungen feststellen. Und endlich 
gelingt das auch fiir die Anfangszeit, wenn man durch Zusatz 
von Arseniat fiir eine Konstanz der Garungsgr6fe sorgt. Wenn 
man erst nach Ablauf der Phosphatperiode Arseniat hinzufiigt, 
bekommt man zwar ohne Narkotika dieselben Werte, aber 
die Hemmungen sind dann unregelmabig, meist gréfer. 

Die Zusammensetzung der Garungsgemische in den folgenden Ver- 
suchen war ahnlich der bisherigen; Flissigkeitsmenge meist 2 ccm. Inner- 


halb jeder Versuchsserie waren alle Abmessungen genau gleich bis auf 
die NaCl- und Narkotikumkonzentrationen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 99 (1912). 
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I. Inkubation des Hefesaftes mit Zucker (ohne Phosphat) wahrend 
1—2 Stunden. Darauf die folgenden Messungen. 
























































ohne NaCl mit NaCl 
Zeit Narkotikum Hem- a | | Hem- 
cmm | mun . | wen 
CO,X4) jn e/g | NaCl CO.X4! jn of 
1.| 50! 138 1,2% | _ | 
| 6°%o Athylurethan 111 | 20 | 35 
2.| 45/ 167 1,350 96 
| 6° Athylurethan | 129 | 23 | 52 | 46 
3.| 45! 275 | 1,3%o| 158 
6°'o Athylurethan 183 | 33 80 | 49 
" | 
4.| 30/ 211 1,2°%o| 145 
40/, Athylurethan 169 | 20 | 102 | 30 
1°/o i-Butylurethan 164 | 22 | 103 | 30 
gesatt. Amylalkohol 28 87 | O | 100 
5. | 30/ 184 1,2°%o | 123 
1°/o i-Butylurethan 147 20 89 28 
| ges. Phenylurethan 182 0 118 4 
| ges. Heptylalkohol 154 | 16 106 | 14 
6.| 30° | 102 112%! 71 
| 10°jo Methylurethan | 48 | 53 | 23 | 68 
| 3°/o Propylurethan 68 33 | | 36 50 











II. Inkubation mit Zucker und Phosphat (™/10) fiir 1h 50’. Vor 
Ablauf der Phosphatperiode gemessen. 
7.| 15% | 99 0,9°%o| 81 | 
75 | | | 4 | 50 








6°%o Athylurethan 


III. Gemisch: 1,2 com: 0,4 ccm Saft +-0,2 Fruktose 20°; mit 
0,005 m Arseniat. Messung nach Erreichung des Garungsmaximums 
(30 Min. nach Vermischung und Zusatz der Narkotika). 














8.| 30/ 295 1,2°o| 158 
| 4°) Athylurethan 236 20 | 76 | 53 
| ges. Phenylurethan 293 | 0 | 156 | 0 
| ges. Heptylalkohol 261 12 135 | 15 


Auch friihere Beobachtungen von mir diirften im Sinne 
einer Abhingigkeit der Hemmungsstarke der Narkotika von 
16* 
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der Salzkonzentration zu deuten sein. So wurde gefunden, ') 
da8 die Atmungshemmung im Brei von Seeigeleiern, der durch 
Zerschiitteln unbefruchteter Eier mit dem gleichen Volumen 
destillierten Wassers gewonnen war, im Anfang ziemlich ge- 
ring war und erst im Lauf von 1—1!/, Stunden starker zu- 
nahm, ohne die Hemmung lebender Eier zu erreichen. Wurde 
dagegen das Narkotikum zu der Suspension intakter Eier hinzu- 
gefiigt und dann erst die Zerschiittelung vorgenommen, so war 
die Hemmung stiérker und ziemlich konstant. Im ersteren Fall 
wirken die Narkotika in salzarmerem Milieu auf die Eisubstanz 
ein. — Anderseits scheint eine Salzempfindlichkeit des zu 
hemmenden Enzyms selbst erforderlich zu sein, damit eine 
solche Abhingigkeit der narkotischen Wirkungsstirke vom Salz- 
gehalt in Erscheinung tritt. Obgleich némlich die Atmung des 
Hefemacerationssafts von etwa denselben Narkotikumkonzen- 
trationen gehemmt wird wie die Garung?) — eher noch etwas 
stiirker —, so wird diese Atmungshemmung nicht einmal in 
Gegenwart von 5°/o NaCl verstirkt, obwohl der Unterschied 
der Fallungsstirke der Narkotika in diesem Fall betrichtlich 
ist. Aber auch die AtmungsgrOBe selbst wird durch den Salz- 
zusatz nicht geiindert. Es ist eben daran zu denken, daf die 
Fallungen, obwohl sie ja zweifellos mit derselben Eigenschaft 
der Narkotika in Zusammenhang stehen, die auch fiir die 
Hemmung wesentlich ist, nimlich der Oberflaichenaktivitit, 
doch nicht unmittelbar die Erklarung der Wirkung zu geben 
brauchen. Hierftir geniigt, wie ich schon 6fters hervorhob, die 
Verdriingung des Substrats von der kolloiden Enzymoberfliche, 
die auch ohne sichtbare Dispersitétsanderung von statten gehen 
kann, aber allerdings bei den Stoffwechselfermenten meist da- 
mit verbunden ist. In welchem Umfang diese Dispersititsver- 
ringerung fiir die GréBe der Hemmungen eine Rolle spielt, ist 
noch eine offene Frage, zu deren Beantwortung die vorstehenden 
Versuche nur einen Beitrag liefern. 

Da in den mitgeteilten Experimenten mit Inkubation des 
zuckerhaltigen Hefesafts die Hemmung der Hexosephos- 


!) Pfligers Archiv, Bd. 157, S. 287 (1914). 
?) Pfliigers Archiv, Bd. 170, (1918). 
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phatase geprift wird, so mu8 man offenbar dasselbe Resultat 
erhalten, wenn man die Garung des Hexosephosphats — 
(ohne Inkubation) — durch Narkotika zu hemmen sucht. Wie 
oben gezeigt ist, ist diese Gargeschwindigkeit von vorne herein 
ziemlich konstant und wird allein durch die Titigkeit des 
esterspaltenden Ferments bestimmt. Das steht nun in Wider- 
spruch mit dem von Euler und Johansson aus ihren Ex- 
perimenten an Trockenhefe gezogenen Schlu8: «Es ergibt sich 
also als allgemeines Resultat, da die enzymatische Spaltung 
des Kohlehydratphosphorsaureesters durch antiseptische Mittel 
wie Toluol stark gehemmt wird».!) Tatsachlich wird aber in 
Ubereinstimmung mit unsern obigen Befunden die Vergirung 
des Hexosephosphats im Macerationssaft — also auch die 
enzymatische Spaltung des Esters — durch Toluol in Sattigungs- 
konzentration, ebenso durch Phenylurethan oder durch Heptyl- 
alkohol in Sattigungskonzentration gar nicht oder nur auBerst 
geringfigig gehemmt, und auch die ibrigen Hemmungen stimmen 
genau mit den obigen iiberein. Das Resultat der schwedischen 
Autoren kommt offenbar dadurch zustande, daf sie ihre Ver- 
suche mit Trockenhefe anstellten, also keine Enzymloésung 
vor sich hatten. In der Tat ist die Garungshemmung 
in Trockenhefe erheblich gréBer als im Hefesaft und 
liegt zwischen der Safthemmung und der Zellhemmung, auch 
insofern, als die Verstarkung vor allem die hdheren Glieder 
der homologen Reihen betrifft. In den folgenden Versuchen 
wird die Vergiérung des Hexosephosphats durch Aufschwem- 
mungen von Trockenhefe unter der Wirkung derselben Nar- 
kotikumkonzentrationen gepriift, die bei den Safthemmungen 
zur Verwendung kamen. Die Suspensionen von Trockenhefe 
waren doppelt verdiinnt gegentiber den zur Herstellung des 
Macerationssafts dienenden, in Menge von 1,2—1,6 ccm. 
Diese Hemmungen, die tibrigens ahnlich den Hemmungen 
im Saft progressiv sind, kann man nicht dahin verstehen, daB 
sie die Resultante von Zellhemmungen und Safthemmungen vor- 
stellen, indem man die Trockenhefe als ein Gemisch von teils 
lebenden, teils abgestorbenen Zellen auffaft. Zugesetztes 





') Diese Zeitschr., Bd. 85, S. 204 (1913). 
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| 
| a cmm Hemmung 
Zeit Narkotikum CO, x 4 in %Jo 

1. | 50 328 

| gesittigt Toluol ') 233 30 
2. | 30° | 106 

| 6°/o Athylurethan 57 46 

| | 1°/o i-Butylurethan 58 45 
3. | 40° | | 287 

| | 6% Athylurethan 104 52 

| 1°o i-Butylurethan 130 40 

| | gesatt. Phenylurethan 112 | 48 


Hexosephosphat wird von lebenden Zellen iiberhaupt nicht 
gespalten, weil es die Zellwand nicht durchdringt.?) Nur die 
abgetiteten Zellen nehmen also an der Esterspaltung teil und 
auch hier ist diese Reaktion die langsamst verlaufende des 
Girungsprozesses: denn durch Arseniat wird auch die Hexose- 
phosphatvergiérung der Trockenhefe michtig gesteigert. Die 
gemessenen Hemmungen betreffen also in der Tat die in den 
abgetéteten Zellen vorhandene Hexosephosphatase. 

Nur die Wirkung des Heptylalkohols (in gesattigter L6sung) 
gegeniiber der Hexosephosphatvergirung durch Trockenhefe 
weicht véllig von seinem sonstigen Verhalten ab. Dieser hemmt 
nicht nur nicht, sondern steigert diesen ProzeB um 50—80°/o. 
Die Ursache hiervon ist ganz unklar. Denn weder hydrolysiert 
der Heptylalkohol fiir sich das Hexosephosphat, noch zeigt sich 
dieser Effekt in merklichem Grade (héchstens angedeutet) bei 
der Hexosephosphatvergirung im Macerationssaft. Und auch 
die Fruktosegiirung durch Trockenhefe nach langerer Inkubation 
mit Zucker — also im Stadium der Hexosephosphatspaltung — 
wird nicht gesteigert, sondern gehemmt (etwa 25°/o in Satti- 
gungskonzentration). Vielleicht kann man diesen Befund in 





') Bei Versuchen mit Uberschuf von Toluol miissen die Girungs- 
gefiihe anfangs so lange geschiittelt werden, bis der durch Verdunstung 
des Toluols entstandene Druck konstant bleibt. Dieser Wert (67 mm 


Manometerdruck) wird in Abzug gebracht. 
?) Paine, Proc. Roy. Soc. B., Bd. 84, S. 304 (1912). 
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Analogie setzen mit der Feststellung von Harden und Paine,') 
daB Toluol und héhere Konzentrationen Athylalkohol die Selbst- 
girung lebender Hefe steigern und durch eine Vermehrung der 
Durchlassigkeit der Trockenhefezellen fiir Hexosephosphat unter 
dem Einflu8 des Heptylalkohols erklaren. Jedoch zeigen andere, 
sonst ahnlich wirkende Stoffe, z. B. Toluol oder Amylalkohol, 
das Phainomen nicht. 


a 
cmm CO, * 4 
































| | 
| Zeit | _ Sisieerane 
| mit Hept. | S'elgerung 
| | ohne Hept. gesittigt % 
1. 2.4ccm Gemisch : 1,4 ccm | | | 
Hefesusp., 0,02 m-Hexose- | 40° | 217 319 45 
phosphat . e « ee | 
2. 1,8 ccm Gemisch : 1,4 ccm | | 
Hefesusp., 0,03 m- -Hexose- | 75! 270 | 492 80 
phosphat. . . . , | | 
3. 1,6 ccm Gemisch: 1,0 Trock.- | | ! 
Hefesusp., 0,018 m-Hexose- | 25’ 92. | 143 55 
phosphat . | | 
4, 1,6ccm Gemisch : 1, 0 Trock.- | ! 
Hefesusp., 0,05 m-Hexose- | 100‘ | 270 =| S487 80 
| | 


| 
| 


| ee 2 


Auf ein anderes Faktum sei in diesem Zusammenhange 
noch hingewiesen. Wahrend Hexosephosphat von lebender 
Hefe nicht vergoren wird, war die Vergirung durch Trocken- 
hefe um den fiinffachen Betrag groéBer als in dem aus ihr 
gewonnenen, allerdings nicht sehr garkriftigen Saft unter den 
gleichen Konzentrationsbedingungen. Gerade die schlechte 
Extraktionsfaihigkeit der Hexosephosphatase bezw. ihr Wirk- 
samkeitsabfall beim Auslésen aus der Zelle sind ja der eigent- 
liche Grund dafiir, daf die Gairgeschwindigkeit in vitro so weit 
hinter der Zellgirung zuriickbleibt. Die Zymase selbst und 
das Coferment lassen sich so gut extrahieren, dafi die Gir- 
geschwindigkeit annahernd der der lebenden Zellen gleich- 
kommt, wenn man durch Arseniat die Esterspaltung gentigend 
beschleunigt. 


t) Thee: Roy. Soc. B.., Bd. 84, S. 448 (1912). 
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Zusammenfassung. 


1. Bei mangelnder Selbstgaérung kann vor dem Beginn 
der Garung des Macerationssafts nach Zuckerzusatz ein langeres 
oder kiirzeres Intervall liegen: die «<Induktion». Verschiedene 
Umstande beeinflussen seine Lange: Bemerkenswert erscheint 
u. a., dafi — ceteris paribus — Saccharose viel schneller an- 
gegoren wird wie Fruktose und Glukose, daf letztere nach 
langerem Erwérmen mit Phosphat schneller angegoren werden, 
da8 die Induktion durch Zerreiben der Trockenhefe mit Glas- 
pulver sehr verkiirzt wird, dai sie durch Hexosephosphat von 
0,2 Millimol an mit Sicherheit momentan aufgehoben wird. 


2. Die Gérung zeigt eine starke Anfangsbeschleunigung, 
herrthrend von im Saft vorhandenem freien Phosphat (Harden). 
Das Maximum der Girgeschwindigkeit wird aber nicht sofort 
erreicht. Der Anstieg der Geschwindigkeit erfolgt um so lang- 
samer, je hdher die Anfangskonzentration des Phosphats ist, 
wahrend dabei die Maxima zunachst noch etwas steigen, dann 
aber auch fallen. Ahnlich wie Erhdhung des Phosphatsgehalts 
wirkt Zusatz eines anderen Salzes, z. B. NaCl, sowohl auf die 
Verlangsamung des Giranstiegs wie auf die Herabsetzung des 
Geschwindigkeitsmaximums. Neben der spezifischen Funktion 
hat das Phosphat noch eine allgemeine «<Salzfunktion», durch 
die es von mafiger Konzentration an die Gargeschwindigkeit 


hemmt. 

3. Umgekehrt erfolgt der Garanstieg mit steigender Kon- 
zentration des zugesetzten Hexosephosphorsaureesters immer 
schneller, wobei es auf diesen selbst, nicht auf die aus ihm 
abgespaltene Hexose ankommt. Das Phanomen des Garanstiegs 
wird nicht vollstandig durch die autokatalytische Wirkung des 
gebildeten Phosphorsaureesters in Verbindung mit der «negativ 
katalytischen» des verschwindenden Phosphats erklart, wahr- 
scheinlich kommt hierzu noch eine zeitliche Dissoziation zwischen 
Phosphatveresterung und Kohlensaéurebildung (Euler). 

4. Der Garanstieg erfolgt rascher bei zunehmendem Ge- 
halt an Coferment. Fiir die Gargeschwindigkeit ist maBgebend 
die Konzentration des Coferments, nicht seine Menge im 
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Verhaltnis zur Zymasemenge. Dies spricht etwas gegen eine 
chemische Beteiligung des Kérpers am Gérungsvorgang. 

5. Die narkotischen Gérungshemmungen im Macerations- 
saft werden in Parellelismus zu den Fallungen durch NaCl- 
Zusatz etwas verstarkt. Dies entspricht aber nicht der Wirkung 
der Zellstruktur (Warburg) auf die HemmungsgréBe. Die 
Hemmungen der Zymase und Hexosephosphatase im Saft sind 
gleich, dagegen wird die Vergérung des Hexosephosphats durch 
Trockenhefe schon von kleineren Konzentrationen gehemmt, 
die zwischen den fiir Saft und lebende Zellen geltenden Werten 


liegen. 





Uber die titrimetrische Bestimmung des Histidins und anderer 
Imidazolderivate. 
Von 


Dr. C. L. Lautenschliger. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1917.) 


i ee a ee ee Seite 226. 
B. Titrierverfahren mit Silberldsung ...... » 230. 
C. Titrierverfahren mit p-Diazobenzolsulfosdure » 232. 
D. Titrierverfahren mit Titan ...... oo. » 233. 
E. Hinderung durch beigemischte Substanzen . . » 236. 
F. Isolierung der Histidinfraktion aus Proteinen. » 240. 

>» 242. 


G. Ergebnisse der Untersuchung von Proteinen 


A. Einleitung. 


Die gesonderte Stellung welche das Histidin als Imidazol- 
derivat unter den Bausteinen der Proteinstoffe einnimmt, regt 
zu Aufsuchungen von Reaktionen an, welche eine bequeme 
und sichere titrimetrische Bestimmung dieses Ko6rpers und 
damit das Studium seines physiologischen Verhaltens und seiner 
Rolle im Stoffwechsel der Tiere und Pflanzen ermoglichen. Die 
bisherigen geiibten Bestimmungsmethoden beruhen auf der Ge- 
winnung einer «Histidinfraktion», in welcher entweder das 
Histidin durch Kjeldahl-Bestimmung ermittelt wird, oder aus 
welcher das Histidin als schwerlosliches Pikrolonat krystallinisch 
dargestellt und gewichtsanalytisch bestimmt wird.  Erstere 
ergibt eine Maximalbestimmung, letztere in den meisten Fallen 
eine Minimalbestimmung. 

Fiir die Ausarbeitung eines titrimetrischen Verfahrens 
schienen zwei Reaktionen des Histidins besonders bemerkens- 
wert: Erstens die Bildung von Silbersalzen und zweitens die 
Bildung von Azo-Farbstoffen. Die erstere Reaktion’ liegt ja 
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schon den iiblichen quantitativen Bestimmungsmethoden zu- 
grunde, die zweite findet zum qualitativen Nachweis des 
Histidins ausgedehnte Anwendung. 

Meine Untersuchungen muBSten vorzeitig unterbrochen 
werden und bediirfen in mancher Beziehung noch einer weiteren 
Fortfiihrung und Erginzung. Ich halte aber die Mitteilung der 
bisher gewonnenen Ergebnisse um so mehr fiir angemessen. 
da sich die von mir gepriiften Methoden auch auf andere 


K6rpergruppen, z. B. gewisse Purinderivate anwenden lassen. 


Wallach und seine Schiller Rung und Behrend wiesen 
im Jahre 1886 nach,') da die Imidazolkérper mit Diazo- 
lésungen zu kuppeln imstande sind. Pauly,*?) welcher das 
Histidin als Imidazolderivat erkannte, stellte fest, daf diese 
Farbstoffbildung auch beim Histidin eintritt, und fand damit 
ein wertvolles Hilfsmittel fiir die Untersuchungen iiber die 
chemische und physiologische Bedeutung dieses Proteinbausteins. 

Ich versuchte diese Reaktion in dreierlei Weise zur 
titrimetrischen’ Bestimmung des Histidins zu verwenden. 

Verfahren I (Silberverfahren). Das erste Verfahren 
(s. unter B) beruht darauf, daf man zu der neutralen Lésung, 
deren Histidingehalt bestimmt werden soll, Silbernitratlosung 
von bekanntem Gehalt aus einer Birette hinzutropfen abt, bis 
eine Tiipfelprobe mit einer sodaalkalischen Lésung von p-Diazo- 
benzolsulfosiure keine Rotfarbung mehr ergibt. Da nur die 
freie Base mit Diazokérpern unter Bildung von Farbstoffen 
reagiert, wahrend die Silbersalze keine Farbenreaktionen geben, 
so kann der Endpunkt der Titration an dem Ausbleiben der 
Rotfarbung erkannt werden. 

Auf diese Weise konnten auch Imidazol selbst und ferner 
die Salze und Ester des Histidins quantitativ bestimmt werden. 
Aus den Analysenergebnissen, welche weiter unten angefiihrt 
werden, ergab sich, daf je ein Mol Imidazol einem Silberatom 
entspricht; ein Mol freies Histidin verbraucht zwei Atome 
Silber, ein Mol Histidin-Methylester 3 Atome Silber. 





‘) Rung und Behrend, Ann. Chem., Bd. 271, 5. 28 (1886). 
*) Pauly, Diese Zeitschr., Bd. 42, S. 508. 
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Diese Titrationsmethode la8t sich jedoch nur dann ver- 
wenden, wenn Histidin in reinem Zustande in Lésung vorhanden 
ist, da andere Aminosauren sich ebenfalls mit Silber umsetzen. 
Dies konnte festgestellt werden, indem die Histidinldsung vor 
der Titration mit molekularen Mengen von Glykokoll, Alanin 
und Arginin versetzt wurde (s. u.). 

Die Anwendbarkeit dieser Methode zur Bestimmung des 
Histidins ist also eine beschrankte. Es ist aber bemerkens- 
wert, dafs auch andere mit Diazolésung kuppelnde Korper 
(Guanin, Adenin, Theophyllin) nach diesem Prinzip titrimetrisch 
ziemlich genau bestimmt werden koénnen. 

Verfahren II (Titration mit Diazolésung). Das zweite 
Verfahren (s. unten C) beruht auf der Anwendung einer Diazo- 
losung von bekanntem Wirkungswert, und zwar p-Diazobenzol- 
sulfosiure, als Titrationsfliissigkeit. Man fiigt diese Losung zu 
der zu untersuchenden Histidinlésung hinzu, indem man Tiipfel- 
proben mit einer Farbstoffkomponente anstellt, die einen 
dunkleren Farbenton ergibt als die Histidinverbindung. Eine 
soleche ist das technische «K-Salz» oder «H-Salz», welche mit 
den Diazokomponenten tiefviolette Farbstoffe bilden. Ein 
geringer Uberschu8 an Diazolisung macht sich mithin durch 
den verinderten Farbenton der Tiipfelprobe kenntlich. Aus der 
Menge der verbrauchten Diazolésung ergibt sich die Menge des 
Histidins, vorausgesetzt, dafs man das Verhiltnis kennt, in 
welchem sich die beiden Farbstoffkomponenten vereinigen. Mit 
dieser Methode werden nur annahernde Ergebnisse erzielt, sie 
kommt daher als Notbehelf nur in solchen Fallen in Betracht, 
in denen Methode I oder III auf Schwierigkeiten stéft. 


Verfahren III (Titanverfahren). Das dritte Verfahren 
(s. unter D) beruht auf einer von Knecht und Hibbert?) fir 
die quantitative Bestimmung von Azoverbindungen ausgear- 
beiteten Methode, welche bei der Anwendung auf Histidin nach 
folgendem Prinzip ausgefiihrt wird. Man fiigt zu der Lésung, 
in welcher man das Histidin bestimmen will, die Diazolésung 
im Uberschuf hinzu, soda8 das Histidin vollig unter Farbstoff- 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 1552. 
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bildung umgewandelt wird. Die tiberschtissige Diazolésung wird 
sodann durch Alkohol in der Siedehitze zersetzt, wihrend der 
gebildete Farbstoff unverindert bleibt. Zur Ermittelung der 
Farbstoffmenge dient die oxydierende Wirkung, welche der 
Farbstoff in der Siedehitze auf eine Lésung von Titantrichlorid 
von bekanntem Gehalt ausiibt. Diese wird hierbei zu Titantetra- 
chlorid oxydiert, aus der titrimetrisch ermittelten Menge des 
oxydierten Titans ergibt sich die Menge des Farbstoffs, somit 
auch die Menge der Farbstoffkomponenten — in diesem Falle 
des Histidins, Imidazols usw. Natiirlich ist es auch in diesem 
Falle n6étig, das Verbindungsverhiltnis der beiden Farbstoff- 
komponenten zu kennen. Dieses ist bei verschiedenen Diazo- 
kérpern ein verschiedenes. Pauly (Il. c.) hat die Einwirkung 
der Diazobenzolarsinsdure auf Histidin und Tyrosin untersucht 
und festgestellt, dal die Diazoverbindung mit diesen Amino- 
siuren im Verhiltnis von 2:1 zusammentritt. Hingegen geht 
aus meinen unten angefiihrten Untersuchungen mit p-Diazo- 
benzolsulfosiure hervor, daf fiir diesen Diazokérper das Bin- 
dungsverhiltnis ein Mol Diazobenzolsulfosdure: ein Mol Histidin 
der Analysenberechnung zugrunde gelegt werden muf. Ge- 
wisse Derivate des Histidins, z. B. Carnosin, verhalten sich 
aber anders. 

Unter den Proteinbausteinen findet sich, wie Pauly schon 
in seiner ersten Mitteilung hervorgehoben hat, ein Kérper, der 
in dihnlicher Weise wie Histidin mit Diazolésungen reagiert, das 
Tyrosin. Da die meisten Proteinstoffe neben dem Histidin 
auch Tyrosin enthalten, so ist in der Mehrzahl der Falle eine 
Hydrolyse derselben und die Abtrennung der Histidinfraktion 
vor Anwendung des Titrierverfahrens erforderlich, und fiir diesen 
Zweck kénnen die unten beschriebenen Methoden benutzt 
werden. 

Die Abtrennung einer Histidinfraktion aus dem Gemisch 
der hydrolytischen Spaltungsprodukte des Proteins ist auch 
aus dem Grunde notwendig, weil die Gegenwart von Amino- 
sduren sowie von anderen im speziellen Teil angefiihrten Ver- 
bindungen die Kuppelung des Histidins und Tyrosins mit Diazo- 
kérpern mehr oder weniger behindert. Diese Hinderung tritt 
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Jedoch nicht ein, wenn die Amidosduren zu gréSeren Gruppen 
peptidartig vereinigt sind, somit ist es auch médglich, die 
Titration im unzersetzten Molekiil derjenigen Proteine auszu- 
fiihren, welche kein Tyrosin enthalten. 

Die titrimetrische Bestimmung des Histidins ergibt bei 
reinem Histidin gut tibereinstimmende Werte, auch Histidin- 
methylester, Imidazol, Tyrosin, Adenin, Guanin und Theophyllin 
lassen sich in befriedigender Weise mit Hilfe der Titanmethode 
bestimmen. Bei der Anwendung auf die nach A. Kossel und 
Kutscher gewonnene -<Histidinfraktion» der hydrolysierten 
Proteine erhalt man im allgemeinen hédhere Zahlen wie bei 
der gravimetrischen Analyse. Wenn man die Titrierung an 
dem unzersetzten Molekiil eines tyrosinhaltigen Proteinstoffes 
ausfiihrt, so sollte man eine Zahl erwarten, welche der Summe 
von Histidin und Tyrosin entspricht. Dies ist jedoch nicht der 
Fall, vielmehr ist die gefundene Zahl aus unbekannter Ursache 


bedeutend niedriger. 


Experimenteller Teil. 


B. Erstes Verfahren (Silbermethode). 


Fiir die quantitative Bestimmung einzelner Eiweifibau- 
steine kann die Titration mit Silberldsung dienen. Hierzu wird 
eine "/10- oder \100-Silberldsung verwandt; mit dieser Losung 
kénnen die in Betracht kommenden Korper entweder direkt 
aihnlich der Mohrschen Silbertitration oder analog der Vol- 
hardschen Methode durch Versetzen mit tiberschiissiger Silber- 
lésung und Ermittlung des Silberiiberschusses mit Rhodan 
bestimmt werden. 

Im ersteren Falle wird die freie Base, deren Salz oder 
Ester in wenig Wasser geldst und hierauf so lange mit Silber- 
nitrat versetzt, bis eine herausgenommene Probe der Titrier- 
fliissigkeit mit alkalischer Diazobenzolsulfosdure keine Farbung 
mehr zeigt. Die Konzentration der Silberlésung richtet sich 
nach der Menge der zu titrierenden Substanz. Wegen der 
Ofteren Entnahme der Probefliissigkeit zur Feststellung des 
Endpunktes kann die erste Titration nur als Orientierung dienen 
und es miissen zur genaueren Bestimmung mebhrere Kontroll- 
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analysen gemacht werden. Die Titration von Histidin kann 
in neutraler, schwach saurer oder schwach ammoniakalischer 
Losung ausgefiihrt werden. Bei Anwendung des Volhardschen 
Prinzips wird die Base aus wasseriger, schwach salpetersaurer 
Loésung mit einer bestimmten Menge tiberschiissiger Silbernitrat- 
lésung ausgefallt und das tiberschiissige Silber mit Rhodan- 
lisung unter Zusatz von Eisenindikator zuriicktitriert. Der 
abfiltrierte Silberniederschlag kann durch eine auf gravimetri- 
schem Wege ausgefiihrte Silberanalyse zur Kontrollbestimmung 
dienen. Diese Methode la8t sich natiirlich nur da verwenden, 
wo es sich um Basen handelt, welche unldsliche Silberver- 
verbindungen eingehen. 


























Tabelle I. 

Untersuchte Substanz Ver- a ili. 

Prox. |AuanH An lenge der| ven | oO 

— Kubik- | 8°wandte pte er. |haltnis| Sub- 

ee zemti- | Senetene: nitratlésg. Base | stanz 

| meter | menge Silber 
Histidin ..... 0,2 20 0,0400 5,25 | 1:2 | 0,0392 
Histidindichlorhydr. | 0,2 20 0,0400 6,60 | 1:2 | 0,0403 
Histidinmethylester- 24.95 | 1:3 |0,1203 
dichlorhydrat. . | 1,2028; 10 0,12028 

Imidazol. .... 0,8772|} 10 0,0877 12,9 1:1 | 0,0877 

Guanin'). .... 1,4168|} 10 0,1417 9,32 | 1:1 | 0,141 
Theophyllin'). . .| 1,5559| 10 0,156 7,98 1:1 | 0,154 

















Die Verbindungen der Monoamidosduren mit Silber wer- 
den durch Wasser weitgehend zersetzt, daher ist eine quan- 
titative Bestimmung dieser Korper auf diese Weise nicht még- 
lich; anderseits verhindert aber auch die Anwesenheit von 
Aminoséuren die Titration der obengenannten analysierten 
Basen, da ja die Monoamidoséuren einen Teil des Silbers in 
Beschlag nehmen. 

Beispiel: Eine Losung von 0,2214 g Glykokoll und 0,1048 g 
Histidin verbrauchen 22,60 /10-Silberlésung. Das Histidin 





‘) Nach dem Prinzip von Volhard titriert. 
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hatte 13,9 ccm "/10-Silberlésung erfordert, die wberschiissig 
verbrauchte Silberlésung entspricht dem zugesetzten Glykokoll, 
woraus sich eine Menge von 0,1043 g berechnet, 0,1171 g 
Glykokoll blieben untitriert. Auf gleiche Weise versuchte ich 
Arginin, Lysin, Alanin, Clupein und Asparagin bei Gegenwart 
von Glykokoll zu titrieren, auch in diesen Fallen konnten aus 
gleichem Grunde keine genauen Werte erhalten werden. 

Die Bestimmung des Histidingehaltes im unzerlegten Sturin 
erwies sich nach dieser Methode nicht mdglich, da die tibrigen 
Aminosduregruppen des Sturinmolekiis ebenfalls Silberumsetzten, 
wodurch ein erheblich héherer Histidinwert entstand, als auf gravi- 
metrischem Wege und durch Titantitration erhalten wurde. 


C. Zweites Verfahren (Titration mit p-Diazobenzolsulfosaure). 


Die Bestimmung dieser Imidazol- und Proteinderivate 
laBt sich auch auf direktem Wege in der Kalte mit Normal- 
diazolésung ausfiihren. Als Lésung dient hierzu eine ®/10- 
Diazobenzolsulfosiurelésung, welche durch Mischung gleicher 
Volumina ®/s-Sulfanilsiurel6sung und "/s-Natriumitritl6sung be- 
reitet wird; diese L6sungen kénnen getrennt aufbewahrt werden 
und sind kurz vor der Titration in der Kalte zu mischen. 

Die "/10-Diazoldsung lat man aus einer Eisbiirette all- 
mihlich unter Umriihren in die auf 0° C. gekiihlte sodaalka- 
lische Lésung der zu titrierenden Substanz eintropfen. Von 
Zeit zu Zeit wird ein Tropfen der Titrierfliissigkeit auf einem 
Tupfelteller mit einer alkalischen Lésung von technischem 
K-Salz (1: 8:4 : 6 amidonaphtholdisulfosaures Natrium)!) oder 
H-Salz (1: 8:3:6 amidonaphtholdisulfosaures Natrium) zu- 
sammengebracht. Ist alles Histidin in Diazofarbstoff tiberge- 
fiihrt, so befindet sich in der Titrierfliissigkeit freie Diazo- 
lésung, welche schon in geringer Menge mit den obengenannten 
Indikatoren eine tief violette Farbe gibt. Wegen der 6fteren 
Entnahme von Probefliissigkeit zur Feststellung des Endpunktes 





') Diese, sowie zahlreiche andere Farbstoffkomponenten wurden mir 
von der Badischen Anilin-Sodafabrik und von den Farbwerken Bayer & Co., 
Elberfeld bereitwilligst zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser 
Stelle den genannten Fabriken bestens danken méchte. 
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kann die erste Titration nur zur Orientierung dienen und 
miissen zur genaueren Bestimmung mehrere Kontrollanalysen 
ausgefiihrt werden. Auf diese Weise wurden Bestimmungen am 
Histidin, Imidazol und Sturin ausgefiihrt. Die folgende Zusammen- 
stellung zeigt, dai sich annahernde Werte erreichen lassen. 


Tabelle II, 
Titration mit p-Diazobenzolsulfosdure. 


————————————————————————————————————————————————————————— 2 














Verbrauchte 
Menge der Gefund 
Angewandte Substanz Menge | 2/10-Diazo- ssaiaeaainn 
lésung in 
ccm g 

Wii cee te ee ee / Of 7 0,1085 
Histidinmethylesterdichlorhydrat. . | 0,1 5 0,1025 
Imidazol. . 1 6.00 ee ee et | 0,1 15 0,102 
a a a a a | O,! 0,85 0,013 Histid. 


D. Drittes Verfahren (Titanmethode). 

Bei der Priifung des Titanverfahrens beschriinkte ich 
mich auf die Verwendung von p-Diazobenzolsulfosiure und 
Diazobenzolarsinsaéure, welche beide schon von Pauly in ihrem 
Verhalten zu Histidin und Tyrosin untersucht worden sind. 

Ich fiihrte die Titrierung in folgender Weise aus: Eine 
geringere Menge der zu titrierenden Substanz wurde in Wasser 
gelist, sodann mit 20 ccm 96°/oigem Alkohol versetzt und 
eine frisch bereitete sodaalkalische!) Lésung von Diazobenzol- 
sulfosiure oder Diazobenzolarsinsiure im Uberschuf zugegeben. 
Die entstandene Farbstofflé6sung wurde hierauf auf dem Wasser- 
bade solange erwdrmt, bis der Alkohol vollstandig verfliichtigt 
war. Die alkalische Lésung wurde sodann mit verdiinnter 
Salzsiure angesiuert und mit einer Reduktionslésung von be- 
kanntem Titer bis zur vollstaéndigen Entfairbung titriert. Da 
die Bestimmung der Diazogruppe durch Natriumhydrosulfit und 
Zinnchloriir in den meisten Fallen nur fehlerhafte Resultate 





*) Die p-Diazobenzolsulfosiure wurde nach Pauly (Diese Zeitschr., 
Bd. 42, S. 508 Anm.), die Diazobenzolarsinséure aus kiiuflichem Atoxyl 
(Pauly, Diese Zeitschr. B. 94, S. 284) dargestellt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 17 
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ergab, beschranke ich mich im folgenden auf die Beschreibung 
der Titrationsmethode durch Titan, wie sie von Knecht und 
Hibbert?) fiir ahnliche Zwecke ausgearbeitet wurde. Hiernach 
wird die saure Lésung des Farbstoffes im Uberschuf mit einer 
Titantrichloridlésung von bestimmtem Gehalt versetzt und nach 
kurzem Erwirmen und darauffolgendem Abkiihlen der Uberschuf 
des Titanosalzes durch eine Zehntel-Normaleisenoxydsalzlésung 
unter Anwendung von Rhodansalz als Indikator ermittelt. Wegen 
der leichten Oxydierbarkeit der Titanlésung durch den Luft- 
sauerstoff wurde die Titration nach der Vorschrift von Knecht 
und Hibbert in indifferenter Gasatmosphire ausgefiihrt. 

Aus dem verbrauchten Volumen der Titanldsung kann der 
Diazostickstoff und aus dieser Zahl weiter der Farbstoff bezw. 
die Menge der Imidazolkomponenten berechnet werden. Bei 
der Reduktion sollten nach Angabe von Knecht und Hibbert 
(1. c.) auf ein Molekiil des Farbstoffs bezw. eine Azogruppe 
4 Molekiile Titantrichlorid kommen. Bei meinen zahlreiehen 
Versuchen zeigte sich jedoch, daf ein Mol des aus Tyrosin 
und aus Imidazolderivaten entstandenen Farbstoffs nur ein 
Mol Titantrichlorid zur Reduktion erfordert. Die Reduktion 
des Farbstoffs verlaiuft hier also in anderem Sinne. Die Re- 
duktionslésung wurde etwa /10-normal dargestellt und mit 
Eisenoxydalaun ("/10-Lésung) eingestellt. 

Da Diazobenzolsulfosaure fiir sich in alkalischer Losung 
sehr rasch unter Bildung von Farbstoffen umgewandelt wird, 
so wurde, um genaue Werte zu erhalten, stets nében dem 
Hauptversuch ein Blindversuch mit der Diazobenzolsulfosaure 
ausgefiihrt, dessen Ergebnis bei der Berechnung in Abzug ge- 


bracht wurde. 

I. Blindversuch: 10ccm einer 2°/oigen Diazobenzolsulfosaurelésung 
alkalisch mit Alkohol verkocht, dann mit verdiinnter Salzsdure angesduert 
und mit 20 ccm n/10-Titanlésung versetzt, verbrauchen zum Zuriick- 
titrieren des iiberschiissigen Titans 19,5 ccm /10-Eisenlésung. 

0,5 ccm Titanlésung werden daher von 10 ccm Diazolésung ver- 
braucht. 

Hauptversuch: 10 ccm einer 1°oigen Histidinlésung versetzt 
mit 10 ccm 2°%oigen Diazobenzolsulfosiurelésung und 20 ccm 4/10-Titan- 





') Ber. d. deutsch. chem. Ges. 36/II, S. 1552. 
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lésung. Es sind 13,0 ccm einer "/1:0-Eisenlésung zum Zuriicktitrieren des 
iiberschiissigen Titans erforderlich. Fir das Histidin wurden demnach 
7.0 — 0,5 = 6,5 ccm /:0-Titantrichloridlésung verbraucht entspr. 6,5 
XX 0,0155 = 0,1007 g Histidin = 1,007°/o Histidin. 

II. 10 ccm einer 1°/oigen Tyrosinlésung versetzt mit 10 ccm 2°/oiger 
Diazolésung und 20 ccm %10-Titanlésung verbrauchen: 14,0 ccm ®/10- 
Eisenlisung entspr. 0,0996 g Tyrosin = 0,996°/o Tyrosin. 

III. 10 ccm einer 1°/oigen Imidazollésung versetzt mit 10 ccm 
2%/oiger Diazolésung und 20 ccm /10-Titanlésung verbrauchen 4,8 ccm 
n/yo-Eisenlisung entspr. 0,0999 g Imidazol = 1,00°o Imidazol. 

IV. 10ccm einer 1°/oigen Histidinmethylesterchlorhydratlésung ver- 
setzt mit 10ccm 2°%/oiger Diazolisung und 20ccm "/:0-Titanlésung ver- 
brauchen 14,5 ccm /:0-Eisenlésung entspr. 0,1025¢ Histidinester = 
1,02°/o Histidinmethylesterchlorhydrat. 

V. 10 ccm einer 1°/oigen Adeninnitratlésung versetzt mit 10 ccm 
2°%oiger Diazoldsung und 20 ccm /10-Titanlésung verbrauchen 14,5 ccm 
n/so-Eisenlésung entspr. 0,1035 g Adeninnitrat = 1,03°/o Adenin. 

VI. 10 ccm einer 1°%/oiger Guaninchlorhydratlésung versetzt mit 
10 ccm 2°%oiger Diazolésung und 20 ccm 2/10-Titanlisung verbrauchen 
14,2 ccm "/10-Eisenlésung entspr. 0,0991 g Guaninchlorhydrat = 0,99 °/o 


Guanin. 
Tabelle III. 


Titration mit Titantrichlorid. 


———————————————————————————————— Ee 











. | Angewandte | Gefundene 
Untersuchte Substanz 
Menge Menge 
Histidn. ... 2.002 eee eee ..| 01000 | 0,1007 
TOM 6 we a et Oe Se Be ae ee 0,1000 0,0996 
RD a ate 4 ew ee eee 0,1000 0,1000 
Histidinchlorhydrat ........ Te 0,1000 0,1004 
Histidinmethylesterdichlorhydrat. .... . 0,1000 0,1025 
RS 8 ic ic tc rere 0,1000 | 0,1035 
Guaninchlorhydrat. . . . . Sighs eae 0.1000 | 0,0991 


Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde in einem tyrosin- 
freien und histidinhaitigen Proteinstoff, dem Sturin, die Histidin- 
menge bestimmt. Es ergab sich im nicht hydrolysierten Sturin- 
sulfat 13,1°/o Histidin. 

Eine andere Bestimmung wurde in dem durch Kochen 
mit 33°/oiger Schwefelsiure hydrolysierten Sturin ausgefiihrt. 
Hier wurde 12,6°/o Histidin gefunden. Die Behinderung durch die 


17* 
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bei der Hydrolyse frei werdenden Aminosauren ist also gering. 
Ahnliche Zahlen wurden auch bei Anwendung des unten an- 
gefiihrten Verfahrens (vdéllige Ausschaltung der Monoamino- 
siiuren) gefunden, s. u. F. 

Bei den tyrosinhaltigen Proteinen ist die Bestimmung 
nicht direkt ausfiihrbar, da das Tyrosin sich an der Farb- 
stoffbildung beteiligt. Hier muf daher der Proteinstoff zu- 
nichst hydrolysiert und in dem Hydrolysenprodukt das Histidin 
von der Hauptmenge der Amidosaiuren und besonders von 
Tyrosin abgetrennt werden. 


E. Hinderung durch beigemischte Substanzen. 


Die Reaktion zwischen Diazokomponenten und den unter- 
suchten Eiweifbausteinen wird durch eine grofe Anzahl von 
Koérpern verhindert. So wirkt z. B. die Gegenwart geringer 
Mengen Harnsiure auf die Entstehung von Histidin- oder 
Tvrosinfarbstoff hindernd ein. Setzt man zu normalem Harn 
ein Histidinsalz zu, so tritt mit Diazol6sung keine Rotfiarbung 
auf und die Base kann titrimetrisch nicht bestimmt werden. 
Wird die Harnsiiure jedoch nach der Farbstoffbildung zugesetzt. 
so tritt keine Veriinderung des gebildeten Farbstoffes ein. 

Auch beim Imidazol und den Purinkérpern, welche unter 
cewOhnlichen Bedingungen mit Diazokérpern reagieren, wird 
die Farbstoffbildung durch Harnsiure verhindert. Ahnlich wie 
diese Siure wirken auch eine grofie Anzahl anderer Korper 
ein. Um die Atomgruppe festzustellen, welche die Farbstofi- 
bildung stért. wurden organische Verbindungen von verschie- 
dener Zusammensetzung und Konstitution zu Versuchen heran- 
gezogen. Diese Kérper wurden in molekularen Mengen der 
Lésung von Imidazol. Histidin, Tyrosin und Theophyllin zu- 
gesetzt. Alle Monoaminosduren zeigten hierbei denselben 
hindernden Einflu8 auf die Diazoreaktion, allerdings nicht in 
gleichem Ma8e. Molekulare Mengen von Glykokoll verhindern 
die Reaktion fast vollstaindig, wahrend die entsprechenden 
Mengen Alanin und Lysin einen geringeren Einflu$8 auf den 
Reaktionsverlauf haben. Ahnlich verhalten sich auch zwei- 
basische Aminosiuren wie z. B. Asparaginsiure. Von den 
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isomeren Amidovaleriansauren verursacht die a-Amidovalerian- 
sdure eine erhebliche Reaktionsverzégerung, wahrend die 
d-Amido-n-Valeriansiiure kaum einen Einflu8 auf die Reaktion 
hat. Taurin wirkt stark hindernd. Ebenso wie durch Glyko- 
koll wird auch durch Hydroxylamin- und Hydrazinsalze die 
Diazoreaktion stark beeintrachtigt; substituierte Hydrazine, wie 
Phenylhydrazin, Methylphenylhydrazin oder Diphenylhydrazin, 
zeigen das gleiche Verhalten. Amidoguanidin wirkt ebenfalls 
stark hindernd auf den Reaktionsverlauf ein, wihrend das 
an Amidogruppen drmere Guanidin einen bedeutend ge- 
ringeren Einflu6B zeigt. Daf jedoch die Anhéufung von Amido- 
gruppen oder Imidogruppen nicht allein die hindernde Eigen- 
schaft besitzt, kann daraus geschlossen werden, daS Harnstoff 
und viele seiner Derivate, ferner carbaminsaures Ammonium 
oder Hexamethylentetramin die Diazoreaktion nicht hindern. 
Endlich wurde noch das Verhalten der mit der Harnsdure in 
nahem Zusammenhange stehenden Barbiturséure gepriift. Diese 
Sadure zeigt keine Reaktionsverhinderung; ebensowenig Koérper 
mit der —C—-N=N—C-Bindung wie z. B. Benzalazin. Aus 
diesen Versuchen ist zu ersehen, daB keine bestimmten Gruppen 
die Diazoreaktion verhindern, sondern da vielmehr bestimmte 
Korperklassen in Betracht kommen, wie z. B. die Aminosauren. 
Wenn man die Aminogruppe dieser Saéuren durch Benzoylieren 
oder durch Behandlung mit einem andern Saurechlorid ver- 
stopft und diese neuen K6érper den Imidazol- oder Purinderi- 
vaten zusetzt, so tritt die Farbstoffbildung mit Diazokorpern 
ein und die Reaktion ist eine quantitative, auch wenn man 
groBere Mengen als molekulare der Lésung zugesetzt hat. 
Anderseits wird durch Veresterung der Carboxylgruppe die 
Wirkung der Aminosiuren nicht beeinfluft; Glykokollathylester 
z. B. wirkt wie freies Glykokoll stark hindernd auf die Diazo- 
reaktion ein; Glycinamid dagegen schwicher. 

Ferner konnte durch zahlreiche Versuche festgestellt 
werden, dafi die hindernde Wirkung der Aminosdéuren dadurch 
abgeschwacht wird, da8 man die Séuren durch Kondensation 
aneinander kettet. So wirkt z. B. das Triglycid erheblich 
schwacher auf die Diazoreaktion ein wie freies Glykokoll. 
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Dasselbe gilt auch von Leucylglycin. Der Einflu8 wird um so 
schwicher, je mehr Aminosiurereste zu einem Komplex vereint 
sind; Clupein hat keinen EinfluB mehr auf die Diazoreaktion. 

Anderseits konnte ich nachweisen, daf der Zusatz eines 
Reaktionsgemisches, welches durch weitgehende Hydrolyse von 
Protein gewonnen ist und somit reichlich freie Amidoséuren 
enthalt, die Diazoreaktion stark beeintriachtigt; so konnte z. B. 
durch das Hydrolysat des Clupeins eine starke Verhinderung 
der Diazoreaktion nachgewiesen werden. 

Ein gleiches Verhalten zeigen auch Histidin und Tyrosin, 
solange sie im Proteinmolekiil verfestigt sind. ‘Sind diese 
Basen nicht frei, sondern an grdfere Komplexe gebunden, so 
wird ihre Diazoreaktion durch keinen der oben genannten 
Kérper verhindert. Schon Histindinmethylester vereinigt sich 
in Gegenwart von Harnsiure oder Aminoséuren mit Diazo- 
kérpern zu Farbstoffen; wiahrend jedoch diese Reaktion noch 
teilweise durch oben genannte Korper verhindert werden kann, 
so beeinfluBt die Gegenwart von freien Amidosauren die Be- 
stimmung des Tyrosins und Histidins im unzersetzten Protein- 
molekiil nicht (siehe unter Versuch 38 und 39). In den hydro- 
lysierten EiweiBk6rpern wurde dagegen stets weniger Histidin 
gefunden, da die abgebauten Aminosduren ihren stérenden 
Einflu8 auf das freie Histidin- oder Tyrosinmolekiil zur Geltung 
brachten (s. Versuch 40). 

Die Ursache dieser Behinderung konnte bisher nicht fest- 
gestellt werden. Die Untersuchung des Gefrierpunktes einer 
Lésung, welche aquimolekulare Mengen von Histidin und Gly- 
kokoll oder Histidin und Hydrazin enthielt, ergab keine Anhalts- 
punkte fiir die Annahme einer Vereinigung beider. Ebensowenig 
konnte ich durch die Untersuchung des optischen Drehungs- 
vermégens oder durch chemische Reaktionen oder durch Kry- 
stallisationsversuche eine Erscheinung feststellen, welche fiir 
eine solche Erklaérung spricht. 

Die folgende Zusammenstellung einiger Versuche zeigt, 
in welchem Ma8e die Titration des Histidins nach der Titan- 
methode mit Diazobenzolsulfosiure durch die zugefiigten Sub- 
stanzen beeinflu8t wird. 

















fi 
i 
( 

















isber die titrim. Bestimmung des Histidins u. and. Imidazolderivate. 239 


verbraucht 
Wasserige Lisung von nti, Tae 
lésung. 
1) 5ecm 1°/o Histidin ohne Zusatz 3,25 
2) Bcem 1°/o Histidin +- 0,5 Glykokoll 0 
3) 5cem 1°/o Histidin + 0,59 Alanin 1,3 
4) 5 ccm 1°/o Histidin + 1°/o Lysin 0,9 
5) 5 ecm 1°/o Histidin +- 0,45 Asparagin 2,0 
6) 5ccm 1°/o Histidin + 0,9 Asparagin 0,4 
7) 5eem 1°/o Histidin + 0,5 Guanidin 2,9 
8) 5 cem 1°/o Histidin-++-0,5 Amidoguanidin 0,3 
9) 5cem 1°/o Histidin +- 0,5 Harnstoff 3,25 
10) 5cem 1°/o Histidin +- 0,5 Diphenyl- 
harnstoff 3,25 
11) 5 ccm 1°/o Histidin + 0,5 Thioharnstoff 3,25 
12) 5 ecm 1°/o Histidin+-0,5 Carbaminsaure 3,0 
13) 5 ccm 1°/o Histidin +- 0,1 Harnséiure 0,2 
14) 5 cem1°/o Histidin-+-0,5 Barbiturséure 3,25 
15) 5 eem1°/o Histidin-+-0,5 Hydrazinsulfat 0 
16) 5 ccm 1°/o Histidin-+-0,5 Hydroxylamin 0 
17) 5cem 1°/o Histidin +-0,5 Hexamethylen- 
tetramin 3,20 
18) 5cem 1°/o Histidin 4+- 0,5 Benzalazin 3,25 
19) 5cem 1°/o Histidin +- 0,5 Taurin 1,0 
20) 5 ecm 1°/o Histidin-+ 0,5 salzs. Phenyl- 
hydrazin 0,8 
21) 5cem 1°%/o Histidin + 0,5 salzs. Di- 
phenylhydrazin 0,4 
22) 5 ccm 1°/o Histidin +-0,5 salzs. Methyl- 
phenylhydrazin 0,3 
23) 5eem 1°%/o Histidin + 0,5 a-Amido- 
valeriansaure 1,5 
24) 5cem 1°70 Histidin + 0,5 d-Amido-n- 
valeriansdure 3,1 
25) 5 ccm 1°/o Histidin +- 0,5 Hippurséure 3,25 
26) 5 ccm 1°/o Histidin + 0,5 Benzolsulfo- 
glykokoll 2,9 


entspr. Pro- 
zenten des 
angewandten 
Histidins. 
100,7 
0 
40,3 
27,9 
62 
12 
90 
9 


100 


100 
100 
91 
6 
100 
0 


9 
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verbraucht 
Wassrige Lisung von i 
losung. 
27) 5 ccm 1°/o Histidin -+- 0,5 Benzolsulfo- 
alanin 3,0 
28) 5 com 1°/o Histidin + 0,5 Benzolsulfo- 
asparagin 3,0 
29) 5 ccm 1°/o Histidin +- 0,5 Naphthalin- 
sulfoglykokoll 3,1 
30) 5 cem 1°/o Histidin +- 0,5 Glycinamid 2,0 
31) 5cem 1°/o Histidin + 0,5 Glykokoll- 
dithylester 0 
32) 5cem 1°/o Histidin +- 0,5 Triglycid 2,4 
33) 5 ecm 1°/o Histidin +- 0,5 Leucylglycin 2,4 
34) 5 ecm 1°! Histidin ++ 0,5 unzersetztes 
Clupeinsulfat 3,25 
35) 5 ccm 1°/o Histidin-+-0,5 hydrolysiertes 
Clupeinsulfat 1,3 
36) 0,1 g Histidinmethylesterchlorhydrat 
ohne Zusatz 5,0 


37) 0,1 g Histidinmethylesterchlorhydrat 
+- 0,5 Glykokoll 

38) 1 g Edestin ohne Zusatz 

39) 1 g Edestin +- 0,5 Glykokoll 

40) 1ghydrolysiertes Edestin +- 0,5 Glykokoll 


1,8 
1,8 
1,0 





entspr. Pro- 
zenten des 

angewandten 
Histidins. 


91 


91 


40 


100 


(Histidinmethy]- 
esterchlorhydrat) 


20 


(Histidinmethy]- 
esterchlorhydrat) 


2,7 
Histidin 

2.7 
Histidin 


1,5 


F. Isolierung der Histidinfraktion aus hydrolysierten Proteinen. 


Die titrimetrische Bestimmung des Histidins in den Pro- 
teinen setzt die Hydrolyse und die Herstellung einer Histidin- 
fraktion voraus, um das Histidin der Reaktionsbehinderung 
durch die iibrigen Amidosaéuren zu entziehen und um das 
Tyrosin auszuschalten. Fiir diesen Zweck habe ich die beiden 


folgenden Methoden benutzt. 
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I. Hydrolyse mit Jodwasserstoff und Phosphor und 
Trennung nach der Silbermethode. 


Die Hydrolyse der Eiweifkérper mit Jodwasserstoff und 
rotem Phosphor wurde nach dem Verfahren von A. Kossel 
und F. Kutscher') ausgefthrt. Hiernach wurden 2,3 Teile 
Jod, 0,28 Teile roter Phosphor mit 1,7 Teilen destilliertem 
Wasser angesetzt, anfangs gekiihlt und spiiter erhitzt, bis die 
Fliissigkeit farblos war, dann durch Glaswolle filtriert. In diese 
Lésung wurde ein Teil des zu untersuchenden Eiweifikoérpers 
eingetragen und zuerst eine Stunde auf dem Wasserbad und 
spiter 12 Stunden im Paraffinbad am Riickflufikihler erhitzt. 
Die klare, fast wasserhelle Fliissigkeit wurde sodann zur Ent- 
fernung des Jodwasserstoffs, der Phosphor- und phosphorigen 
Sdure mit Bleiacetat versetzt und das iiberschiissige Blei 
wieder mit Schwefelwasserstoff ausgefallt; durch Einleiten von 
Kohlenséure wurde der Schwefelwasserstoff entfernt. Zur 
Trennung des Histidins von Tyrosin wurde die Lésung solange 
mit einer konzentrierten wasserigen Silberlactatlésung versetzt, 
bis eine Tiipfelprobe mit Barytwasser eine Braunfairbung ergab. 
Nun fiigte ich zu der ganzen Reaktionsfliissigkeit vorsichtig 
Barytwasser, bis die vom Niederschlag abfiltrierte Fliissigkeit 
eine Rotfarbung mit Phenolphthalein zeigte. Der Niederschlag, 
welcher das Histidin quantitativ als Histidinsilber enthielt, 
wurde abfiltriert und geniigend ausgewaschen; das Tyrosin 
bleibt im Filtrat. Der Histidinsilberniederschlag wurde hierauf 
mit verdiinnter Salzsdéure zerlegt; die vom Chlorsilber abfil- 
trierte Histidinchloridlésung konnte sodann nach der oben 
beschriebenen Methode mit Titanlésung titriert werden. 


Il. Trennung nach der Quecksilberchloridmethode. 


Dieses Verfahren ist einfacher als das vorhergehende. 
Die zu untersuchende Substanz wird mit der 10fachen Menge 
konzentrierter Salzsaure oder 33 °/oiger Schwefelsdure 12 Stunden 
am Riickflufkiihler im Olbad hydrolysiert.2) Dem Hydrolysat 











‘) Diese Zeitschr., Bd. 31, S. 179 u. f. 
?) Anfangs wurde bei diesen Versuchen eine geringe Menge Zinn- 
chlorir zugesetzt, um die sich bildenden Huminsubstanzen zu beseitigen. 
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wird dann so viel konzentrierte Sublimatlosung zugefiigt, da8 
auf ein Molekiil der zu erwartenden Histidinmenge reichlich 
2 Molekiile Sublimat entfallen. Nun wird die Lésung durch 
Natriumcarbonat alkalisch gemacht, filtriert und ausgewaschen. 
Der Niederschlag wird in Wasser suspendiert, mit Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit; nach dem Verjagen des 
Schwefelwasserstoffs wird das Histidin nach der Titanmethode 
titriert. 

Durch eine Reihe von Versuchen tiberzeugte ich mich 
davon, daf Histidin, welches in der eben beschriebenen Weise 
mit Jodwasserstoff, Schwefelsdure oder Salzsaiure behandelt 
und sodann der Fallung mit Silberlactat oder mit Quecksilber- 
chlorid unterworfen ist, bei der Titantitration genau wieder- 
gefunden wird. Ebenso wird das Histidin in einer Mischung 
mit Arginin mit hinreichender Genauigkeit bestimmt, wie fol- 
gender Versuch zeigt. 

Je 0,3 g Histidin wurde mit 0,6 g Arginin gemischt in 
100 ccm Wasser gelost. Eine derartige Mischung wurde wiéhrend 
12 Stunden der Wirkung siedender Jodwasserstoffséure unter- 
worfen und nach der Silbermethode gefallt, eine zweite gleiche 
Menge 12 Stunden mit konzentrierter Salzséure gekocht und 
mit Quecksilberchlorid gefallt. In beiden Fallen fand ich bei 
der Titantitrierung 0,31 g Histidin. 


G. Ergebnisse der Untersuchung von Proteinen. 


Als ich nun nach diesen Methoden eine Reihe von Pro- 
teinen der Hydrolyse und der Histidinbestimmung unterwarf, 
zeigte sich, daf in einzelnen Fallen (z. B. beim Hamoglobin) 
Zahlen gefunden wurden, welche mit den in der Literatur an- 
gefiihrten vollkommen iibereinstimmen, in anderen Fallen er- 
gaben sich jedoch Abweichungen, fiir die ich bisher keine 
Erklirung gefunden habe. Ich fiihre einige Analysenzahlen 
an, welche nach der Hydrolyse der Proteine durch Jodwasser- 
stoff bei der Titantitration der Histidinfraktion gewonnen sind. 


Es zeigte sich jedoch, daf letztere beim Fallen mit Quecksilberchlorid 
und darauffolgendem Zerlegen mit Schwefelwasserstoff im Niederschlag 
zuriickbleiben und die Titration nicht hindernd beeinflussen. 
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Die Titration wurde in den hier angefiihrten Fallen vergleichsweise 
mit p-Diazobenzolsulfosdure und mit diazotiertem Atoxyl aus- 
gefiihrt. In allen Fallen sind die Analysen berechnet worden unter 
der Annahme, dai ein Mol Histidin einem Mol TiCl, entspricht. 




















Tabelle IV. 
| Histidin in Gewichtsprozenten des hydrolysierten 
Proteins 
|Ermittelt durch Ti- | 
|tantitration des Hi- | 
| Stiinta mit | Friihere Analysen 
p-Diazo- | dia- | 
ibenzolsulfo-| zotiertem | 
|  siure | Atoxyl | 
Protein a. Kaninchen- | | 
muskeln.... . | 38 | 5,2 — 
Si ck su ts | 055 | 06 0,4 (Hart)*) 
Edestin?) ..... 143-45 | 4,8 — 
Edestin a.Hanfsamen | 2,7 | 2.5 2,10—2,36 
(A. Kossel u. Patten)*) 
Histon aus Thymus.| 2,0 2,2 1,2—1,5 
| (A. Kosselu. F. Kutscher,‘) 
Abderhalden u. Rona)‘) 
Histon aus Dorsch- | 
testikeln. . ... | 23 2,1 2,34 
| (A. Kossel u. F. Kutscher)®) 
Casein. . . .. . . /3,4-3,7-3,8; 3,6 2,59 (Hart)’) 
Himoglobin ....| 10,07 | 10,6 | 10,96 (Abderhalden)’) 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. A. Kossel 
fiir die Anregung zu obigen Versuchen und fiir seine giitigen 
Ratschlage an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aus- 
zusprechen. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 33, S. 347. 
*) Praparat der Héchster Farbwerke. 
3) Diese Zeitschr., Bd. 38, S. 39. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 31, S. 184. 
5) Diese Zeitschr., Bd. 41, S. 278. 
6) Diese Zeitschr., Bd. 31, S. 165. 
7) Diese Zeitschr., Bd. 33, S. 347. 
8) Diese Zeitschr., Bd. 37, S. 484. 








Bestimmung der Purinbasen in Nucleinsauren nach huminfreier 
Spaltung. 
Von 
R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1918.) 


Ein quantitativer oder auch nur qualitativer Nachweis der 
Purinbasen in Nucleinsaéuren ist nur mdéglich durch Isolierung 
der Basen bezw. geeigneter Verbindungen derselben nach vor- 
aufgegangener Aufspaltung. Einer Reindarstellung der Basen 
stehen aber besonders bei den Nucleinséuren vom Typus der 
Thymonucleinsiure grofSe Schwierigkeiten entgegen, zumal 
wenn nur geringe Mengen Nucleinsaure zur Verfiigung stehen. 

Es bilden sich naémlich bei der Hydrolyse dieser Nuclein- 
sduren, die zu 50°/o aus duBerst leicht verharzendem Kohlen- 
hydrat bestehen, stets groBe Mengen Huminstoffe, die die 
Hydrolysenfliissigkeit braun-schwarz farben. Da nun von allen 
stickstoffhaltigen Bestandteilen der Nucleinséure im Laufe der 
Aufarbeitung immer zuerst die Purinbasen durch Fallung 
abgschieden werden, so haften gerade diesen Niederschlagen 
groBe Mengen adsorbierter melaninahnlicher Stoffe an, zumal 
da die beiden Purinbasen nur zu je 10°/o in der Nucleinsaure 
vorkommen, also gegentiber dem verharzenden Kohlenhydrat 
und gegeniiber der Gesamtmenge der gespaltenen Nucleinsaure 
nur in geringer Menge vorhanden sind. Die Entfarbung der 
braun-schwarzen Rohprodukte ist eine sehr unerfreuliche Auf- 
gabe; nachtrigliche Anwendung von oxydierenden oder redu- 
zierenden Mitteln ist ohne Erfolg, und bei Verwendung von 
Tierkohle treten wegen der Notwendigkeit veraltnismabig grofer 
Mengen Kohle und wegen ihrer stark adsorbierdenden Wirkung 
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auch auf die Basen in schwefelsaurer Lésung grofe Verluste 
auf, soda eine Orientierung tuber die wirklich vorhandene 
Menge sehr erschwert ist. 

Dazu kommt die Schwierigkeit der Trennung des Guanins 
vom Adenin. Sie wird wohl meist mit der Ammoniakmethode 
ausgefiihrt, indem verdiinntes Ammoniak zwar Adenin lost, 
Guanin aber ungeldst lassen soll. Aber gerade bei den Spalt- 
produkten der Nucleinséure versagt diese Methode hiaufig, 
weil leider meist das Guanin kolloidal in Lésung geht, ein 
Umstand, der zu grofen Irrtiimern Veranlassung geben kann, 
wenn dem Beobachter, der Methode blind trauend, wegen der 
starken Farbung das Vorhandensein einer kolloidalen Triibung 
entgeht. H. Steudel d&uBert sich tiber die Trennung von 
Guanin und Adenin folgendermafen:') «Die in ihren Fallungs- 
verhiltnissen fast gleichen Basen Guanin und Adenin lassen 
sich absolut rein nur mit relativ groBen Verlusten voneinander 
trennen». Natirlich werden auch hier die Schwierigkeiten 
noch gréfer, wenn nur geringe Mengen besonders wertvollen 
Materials ausgespalten werden kénnen. 

Sehr vereinfacht und erleichtert wurde die quantitative 
Purinbasenbestimmung durch die Abspaltung der Purine mit- 
tels starker Salpeterséure nach H. Steudel. Diese Methode 
liefert bei vorsichtiger Durchftihrung ohne wesentliche Humin- 
bildung direkt ein Gemenge der schwerldslichen Nitrate der 
Basen, die dann aber mit der Ammoniakmethode noch getrennt 
werden miissen. Da man aber die Salpetersdurespaltung wegen 
der Gefahr der Desamidierung der Purine nicht bis zur voll- 
standigen Aufspaltung des ganzen Nucleinsiiuremolekiils aus- 
dehnen kann, zumal eine Temperaturerhéhung aus demselben 
Grunde ausgeschlossen ist, so verbietet sich diese Methode 
von selbst bei Nucleinséiuren, deren Purine nicht, wie bei der 
Thymonucleinsiure, duBerst leicht abspaltbar sind. Ist die 
leichte Abspaltbarkeit z. B. bei einer unbekannten Nucleinsaure 
nicht sicher, so wird man vorziehen, die Hydrolyse nach einer 
indifferenten Methode bis zur vollkommenen Abspaltung aller 


1) Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. 
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In Anbetracht all dieser Schwierigkeiten schien mir eine 
Methode von Vorteil, die 

1. eine vollstandige Aufspaltung ohne die geringste 
Huminbildung gestattet, 

2. eine automatische vollkommene Trennung des Guanins 
und Adenins erfolgen laBt, 

3. Ausbeuten an reinem Guanin von ¢a. 95°/o, an Adenin 
von ungefaéhr 80—85°/o gewdahrleistet. (Die geringere Aus- 
beute an Adenin ist die Folge des immer notwendigen 6fteren 
Fallens bei der Isolierung.) 

Es ergab sich naémlich, da in Gegenwart von schweflig- 
sauren Salzen eine vollkommen huminfreie Spaltung zu erzielen 
war, und zwar sowohl in schwach alkalischer als auch in 
neutraler und saurer Reaktion. Die Wirkung der Sulfite bei 
der Farbloshaltung ist wohl eine oxydierende, da auftretender 
Schwefel eine Reduktion der Sulfite anzeigte. Da die Sulfite 
aber bereits aufgetretene Huminstoffe nicht wesentlich zu ent- 
farben verm6gen, so ist ihr Zusatz zur Nucleinséure so zu 
bemessen, da tiberhaupt Firbungen vermieden werden. Freie 
schweflige Séure ist nicht brauchbar, hier ist offenbar die 
verharzende Sdéurewirkung zu grof. Zur quantitativen 
Isolierung der Purinbasen haben sich aber nur die sauren 
schwefligsauren Salze (kéufliche Loésung von Natriumbisulfit) 
als geeignet erwiesen. 

Man erhalt hiermit leicht eine vollkommen wasserhelle 
Hydrolysenfliissigkeit, aus der sich das Guanin schon wahrend 
des Erhitzens im Drucktopfe geradezu quantitativ als farblose, 
derbe, grobflockige Masse abscheidet. Das so gewonnene 
Guanin lit sich leicht filtrieren im Gegensatze zu den nach 
den bisherigen Methoden erzielten gelartigen Niederschlagen, 
bei denen man ohne Zentrifuge kaum auskommt. Eine Nei- 
gung, kolloidal in Lésung zu gehen, besteht nicht. Das Adenin 
bleibt in der sauer reagierenden Flissigkeit in Lisung. Es 
besteht keine Gefahr, dali das Guanin etwa Adenin einschliefen 
kénnte; denn das Guanin scheidet sich schon bei hoher Tem- 
peratur im Drucktopfe aus, also unter einer Bedingung, unter 
der das Adenin unter allen Umstanden noch leicht léslich ist. 
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Die Trennung von Guanin und Adenin ist also nicht nur eine 
automatische, sondern auch eine vollkommene. Auch Thymin 
laBt sich aus der Hydrolysenfliissigkeit gewinnen, jedoch kein 
Cytosin. Wahrscheinlich ist es zu Uracil oxydiert worden. 
Wegen Materialknappheit wurde das Verbleiben des Cytosins 
nicht weiter verfolgt, ebensowenig wie das Schicksal des 
Kohlenhydrates. Da aber bei der Aufarbeitung der Basen 
nach der tiblichen Schwefelsdurespaltung die Hauptmenge der 
Huminstoffe bereits mit den Purinniederschligen entfernt 
werden, so macht die Darstellung des Thymins und Cytosins 
nach der alten Methode weniger Schwierigkeiten als die Ent- 
firbung des Guanins und Adenins, zumal, wenn man dabei 
die Purinbasenfraktion, weil mit Huminstoffen iiberladen, ein- 
fach verwirft. 

Liegt eine unbekannte Nucleinsiure vor, so mu8 man 
erst die Dauer der Hydrolyse bei einer bestimmten Temperatur 
erproben: Es soll einerseits eine farblose Hydrolysenfliissigkeit 
entstehen, anderseits aber soll auch alle Phosphorsiure abge- 
spalten sein. Eine tibermafig lange Dauer des Prozesses ist 
hinwiederum zu vermeiden, da bei jeder Hydrolyse — auch 
der mit verdiinnter Schwefelsiure — wenn tibermiifig ange- 
wandt, eine teilweise Desamidierung oder gar vollstindige 
Zerstérung der Purinkorper platzgreifen kann. 

Zur Vorprobe werden 0,5 g nucleinsaures Natrium in 
einem Rohrchen mit 5 ccm der verdiinnten Sulfitlésung ge- 
lost, und das Rohr nach dem Zuschmelzen 5 Stunden auf 160° 
erhitzt. Nach dem Abkiihlen macht man unter gleichzeitiger 
Verdiinnung mit Ammoniak stark alkalisch, fallt mit Magnesia- 
mischung die anorganische Phosphorséure aus und filtriert in 
einen Veraschungskolben von 3/4 Liter Inhalt hinein. Das 
Filtrat wird nun bis fast zur Trockne eingedampft, und sodann 
die Veraschung nach der Neumannschen Methode vorge- 
nommen. Notwendig sind etwa 30 ccm des Neumannschen 
Sduregemisches. Nach der Veraschung verdiinnt man mit 
150 ccm Wasser, versetzt mit 50 cem 50°/ciger Ammonium- 
uitratlésung, erhitzt zum Sieden und fiigt endlich zu der heiBen 
Fliissigkeit 20 cem 10°/oiger Ammoniummolybdatlisung hinzu: 
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Es darf weder ein gelber Niederschlag noch eine nennenswerte 
gelbe Farbung auftreten. 

Bei der von mir benutzten Sulfitlbsung war ein Ver- 
hiltnis von 15 ccm Sulfitlbsung auf 35 ccm Wasser passend; 
in dieser Mischung wurde dann das nucleinsaure Natrium zu 
etwa 10°/o gelést. Am besten findet die Spaltung in einem 
Koélbchen aus Jenenser Glas nach dem Zuschmelzen statt. Er- 
hitzt wurde 5 Stunden lang, wobei das Thermometer in der 
Thermometerhiilse des Drucktopfes unkorrigiert 160° zeigte. 
Hohere Temperaturen sind zu vermeiden. 

Zur Purinbasenbestimmung geniigen wenige Gramm Sub- 
stanz; 5 g sind unter allen Umstiinden ausreichend, aber es 
werden auch mit einem einzigen Gramm gute Resultate erzielt. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


5,000 g nucleinsaures Natrium (von lufttrocknem ent- 
sprechend mehr) werden in 35 ccm Wasser geldst, 15- ccm 
kiufliche Sulfitlbsung zugesetzt, und die Fliissigkeit, in einem 
EinschluBk6lbchen eingeschmolzen, 5 Stunden auf 160° erhitzt. 
Alsdann laSt man zur restlosen Abscheidung des Guanins 
mehrere Stunden bei Zimmertemperatur stehen. 


Guanin. 


Man entleert den Inhalt des Einschlufgefafes in ein 
Becherglas, wobei durch Einfiillen von etwas Wasser und Er- 
wiirmen iiber der Flamme auch alles an der Glaswand etwa 
festsitzende Guanin gelockert wird, und filtriert unter anfang- 
lichem vorsichtigen Abgiefen durch ein mit verdiinnter Sulfit- 
lauge (15 : 35) und Wasser ausgewaschenes und sodann bei 
100° konstant gemachtes Filter. Der Riickstand wird wieder- 
holt mit Wasser ausgekocht und dann ebenfalls auf das Filter 
gebracht. Die Menge des Filtrates soll ungefaéhr 150 ccm be- 
tragen. Das Filter samt dem Guanin wird bei 100° getrocknet 
und gewogen. Ausbeute: 0,510 g = 10,2°/o des nucleinsauren 
Natriums (ber. 10,87°/o). 

Es entsteht hier zunadchst die Frage, ob das gewogene 
Guanin als geniigend rein angesehen werden kann. Dies ist 
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zu bejahen, da durch einfaches Lésen in verdiinnter Schwefel- 
siure nach dem Erkalten sich reines krystallisiertes Guanin- 
sulfat mit einer Ausbeute von 90°/o der Theorie aus dem 
amorphen Guanin gewinnen l48t, wobei die in der Mutterlauge 
verbleibende Menge nicht einmal beriicksichtigt worden ist. 

Zu diesem Zwecke und zur Identifizierung des Guanins 
wird dieses in der 20fachen Menge 10°/oiger Schwefelsiéure 
in Siedehitze gelést. Nach dem Abkiihlen scheidet sich das mit 
2 Molekiilen Krystallwasser krystallisierende Salz in schénen 
Nadeln ab. Die Krystalle werden abgesaugt und mit Alkohol 
nachgewaschen. 

Ausbeute an Guaninsulfat: 0,654 g. 

Das Salz wurde als Guaninsulfat erkannt: 

1. An dem dulberen Verhalten der Krystalle: Mit Kry- 
stallwasser sehr lockeres Filzwerk, das aber nach dem Trock- 
nen bei 140° unter Verlust des Krystallwassers diese Eigen- 
schaft verliert und in ein grobes Krystallpulver iibergeht. 

2. Durch Ermittlung des Krystallwassergehaltes. 

3. Durch Ermittlung des Stickstoffgehaltes. 

4. Ander Eigentiimlichkeit des Guaninsulfates, mit Wasser 
unter Zerfall des Salzes durch hydrolytische Dissoziation freies 
unldsliches Guanin ausfallen zu lassen. 


0,1112 g exsikkatortrocken verioren bei 140° 0,0090 g Wasser 
0,1072 g wasserfrei entsprachen 26,7 ccm 10-Siure (Kjeldahl) 


0,0980 g > > 24,5 ccm , > 
Berechnet fiir (C;H,N,O),H,S9, : Gefunden: 
N 35,00 °/o. 34,90 °/o; 35,06°%o. 
Adenin. 


Das Filtrat vom Guanin wird mit 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure, die erst mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt wird, versetzt und ohne Riicksicht auf den sich 
milchig abscheidenden Schwefel mit 10 g Phosphorwolframsaure 
in 50 ccm Wasser gelist, vollstaéndig ausgefallt. Nach halb- 
stiindigem Stehen saugt man den Niederschlag durch ein Filter, 
das zuvor durch Ansaugen einer Talkumaufschwemmung ge- 
dichtet worden war, und wiischt den Riickstand mit 100 ccm 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 18 
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10°/oiger Schwefelséiure, die 1 g Phosphorwolframsaure ent- 
halt, gut aus. Man verreibt jetzt den Filterriickstand mit 
Wasser, bringt die Aufschwemmung in einen Kolben, erwarmt 
auf dem Wasserbade, versetzt mit ein paar Tropfen Phenol- 
phthaleinlésung und zersetzt den Niederschlag mit heiB gesattigter 
Barytlésung, bis bleibende Rotfarbung das Ende des Prozesses 
in bequemer Weise anzeigt. Den Niederschlag von phosphor- 
wolframsaurem und schwefelsaurem Baryum saugt man ab und 
wiascht ihn gut mit heifem Wasser aus. Aus dem Filtrat 
entfernt man sodann das Baryumhydroxyd durch Anséuern 
mit verdiinnter Schwefelsiure bis etwas iiber die vollige Ent- 
firbung hinaus und saugt das Baryumsulfat durch ein Talkum- 
filter ab. Das Filtrat wird jetzt durch Kochen in einem Kolben 
auf etwa 100 ccm eingedampft. Man berichtigt nunmehr die 
Aciditaét der Fliissigkeit, indem man erst mit Natronlauge bis 
eben zur Rotfarbung neutralisiert und sodann mit 5 ccm 
10°/oiger Schwefelséure ausduert, und gieft endlich die noch 
hei®Be Lésung in ein Kélbchen, in dem sich 1,5 g fein pulveri- 
siertes Silbersulfat mit etwas Wasser zu einem Brei ange- 
feuchtet befinden. Es entsteht sofort ein dichter Niederschlag 
von Silbersulfat-Adenin. Die Fallung, die durch Umschiitteln 
befordert wird, ist beendet, wenn der Niederschlag sich sehr 
schnell absetzt, und die dariiberstehende Fliissigkeit klar ist. 
Etwas kalt gesiattigte Silbersulfatl6sung, in die klare tiber- 
stehende Fliissigkeit hineingegossen, darf keinen Niederschlag 
mehr hervorrufen. 

Nach Abkiihlen unter der Wasserleitung und halbstiin- 
digem Stehen in Eis wird abgesaugt, und der Niederschlag 
mit etwas kalt gesiattigter Silbersulfatlbsung ausgewaschen. 
Die Filtration verlaiuft sehr schnell. Jetzt bringt man den 
Niederschlag in einen Kolben und kocht ihn wiederholt mit 
im ganzen 100 ccm n-Salzsiure und dann noch 6Ofter mit 
Wasser aus, wobei die Lésung jedesmal von dem sich schnell 
zu Boden setzenden Chlorsilber abgegossen wird. Beim Ab- 
kiihlen der salzsauren Adeninlésung pflegt sich stets etwas 
Chlorsilber in sehr fein verteilter Form abzuscheiden. LEin- 
maliges Durchsaugen durch ein Talkumfilter beseitigt schnell 
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die kolloidale Tribung. Die saure Lésung wird nun nach 
Zusatz von etwas Phenolphthaleinlésung mit Natronlauge fast 
ganz neutralisiert, auf 100 ccm eingekocht, mit Natronlauge 
bis zur eben bestehen bleibenden Rotfairbung versetzt, und 
die Fliissigkeit nunmehr hei in ein Becherglas hineingegossen, 
in dem sich 2 g Pikrinséure befinden. Diese geht sofort in 
Lisung, wahrend sich sogleich das Adeninpikrat abscheidet. 
Nach volligem Erkalten saugt man ab, trocknet bei 100°, ent- 
fernt die tiberschiissige Pikrinséure durch Verreiben und Aus- 
ziehen mit Benzol, trocknet und wiegt. 

Ausbeute an Adeninpikrat: 1,014 ¢ — 0,376 g Adenin 
= 7,51°/o des nucl. Natriums (berechnet: 9,71°/o). 

Auch das zur Wagung kommende Adeninpikrat besitzt 
bereits einen geniigenden Grad von Reinheit, weil es in einer 
Ausbeute von 85—87°/o der Theorie durch einmaliges Um- 
krystallisieren in vollig reinen Zustand ibergefiihrt werden 
kann. Weitere 10°/o bleiben in der Mutterlauge; denn zum 
Umkrystallisieren von 1 g Adeninpikrat sind 350 ccm Wasser 
erforderlich, in denen 0,1 g geldst bleiben (Léslichkeit des 
Adeninpikrates 1 : 3500 bei 20°). 

Das reine Adeninpikrat zeigt ein charakteristisches Ver- 
halten: Beim Abkiihlen der heifgesiattigten Losung scheidet es 
sich in schénen glainzenden, diinnen, besenartig angeordneten 
Krystallen aus. Die Krystalle bilden ein lockeres Filzwerk 
und durchziehen breiartig die ganze Flissigkeit. Es sieht so 
aus, als ob gelbe Watte darin flottiere. Beim Absaugen ver- 
filzen die Krystalle vollkommen und bilden auf dem Filter eine 
feste gewebeihnliche Platte. 

Ausbeute an reinem krystallisierten Adeninpikrat: 0,878 g. 

Abgesehen von diesen charakteristischen Eigenschaften 
wurde das Adeninpikrat am Stickstoffgehalte erkannt. 

0,2522 g lieferten 65,6 ccm Stickstoff; p = 762, t = 15,0 (Dumas). 
Berechnet fiir (C;H;N,) (C,H,N,90,): Gefunden: 
N 30,78 °/o. 30,60 °/o. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der «Griifin 

Bose-Stiftung» ausgefiihrt. 
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Uber die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Garung. 
Von 


Hans Euler und S. Heintze, 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mai 1918.) 








Nachdem v. Baeyer 1870 zum erstenmal den Zerfall 
der Hexosen in Alkohol und Kohlenséure niaher formuliert 
hatte, wurden von mehreren Forschern Schemen aufgestellt, 
welche ihre Anschauungen iiber den Zuckerzerfall im einzelnen 
wiedergeben. Das bekannteste dieser Schemen ist dasjenige 
von Wohl, nach welchem Glycerinaldehyd, Milchsiure _und 
Methylglyoxal sowie ein Umwandlungsprodukt des Methylglyoxals 
als Zwischenprodukte gebildet werden. Fiir das Auftreten dieser 
Stoffe sind mannigfache experimentelle Stiitzen erbracht worden, 
auf die hier nicht naéher eingegangen werden kann.') 

Einen wesentlichen Fortschritt hinsichtlich der Kenntnis 
der Teilreaktion bei der alkoholischen Garung verdankt man 
bekanntlich Iwanoff sowie Harden und Young. 

Nachdem Harden und Young durch sorgfiltige Ver- 
suche gezeigt hatten, daB durch Zusatz von Phosphat zu Pref- 
saft die Geschwindigkeit der Gérung auferordentlich gesteigert 
wird, konnten sie auch quantitativ feststellen, dab die Steigerung 
der Entwickelung von Kohlenséure und Alkohol dem zugesezten 
Phosphat proportional ist.?) 

Die genannten Forscher erkannten sofort die fundamen- 
tale Bedeutung dieser Beobachtung. In einer weiteren Unter- 


‘) In neuester Zeit ist das Wohlsche Schema von Neuberg (vgl. 
Die Girungsvorgange und der Zuckerumsatz in der Zelle, Monogr. Jena, 
1913, G. Fischer) wesentlich modifiziert worden, welcher der Brenztrauben- 
siure die Rolle eines Zwischenproduktes bei der alkoholischen Garung 


zuschreibt. 
?) Harden und Young, Proc. Roy. Soc. B., Bd. 77, S. 405 (1906). 
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suchung konnte dann gezeigt werden, dafi die Steigerung der 
Garwirkung wiederholt werden kann, und zwar wird, wie die 
Figur zeigt, die Garungsgeschwindigkeit gesteigert, bis das 
Phosphat verbraucht ist. Die Versuche von Euler und Jo- 
hansson zeigten zunachst, dafi das gleiche beim Extrakt von 
Trockenhefe eintritt. *) 

Harden und Young schlossen nun aus ihren Versuchen 
weiter,?) dai zwischen dem Zucker und dem Phosphat eine 
chemische Reaktion eintritt, und konnten diesen Schluf auch 
bald bestatigen. Unterbricht man namlich bei ihrem obener- 
wahnten Versuch die Garung, sobald die Geschwindigkeit ihren 
normalen Betrag wieder erreicht hat, so findet man, da nur 
ein kleiner Teil des gesamten in der Lésung befindlichen Phos- 
phates in freier Form existiert, wahrend der gréfere Teil des 
Phosphats nicht mehr durch Magnesiamischung fallbar und 
also in eine neue Verbindung tibergefiihrt ist. 

Etwa zu gleicher Zeit machte L. Iwanoff*) die wichtige 
Beobachtung, dafi Hefe freie Phosphate in organische Ver- 
bindungen iiberfiihrt, und daf diese Wirkung sich nicht auf 
Hefe beschrankt, sondern auch hoheren Pflanzen eigen ist. 

Nachdem Iwanoff*) gezeigt hatte, daB bei der Anwendung 
von Trockenhefe zugesetzte Phosphate ihre Fillbarkeit durch 
Uranacetat verlieren und organisch gebunden werden, wurde 
die Zusammensetzung der entstandenen organischen Verbin- 
dung endgiiltig von Harden und Young aufgeklart. Sie ent- 
spricht bekanntlich der Formel C,H,,0,(PO,),.R, und zwar diirfte 
dieses Produkt im wesentlichen, wie schon Harden und Young 
betonten, als Diphosphorsaureester der Fruktose anzusehen sein. 

Daf dieser Kohlenhydratphosphorséureester — er mag 
der Kiirze halber vorbehaltlich der Zustimmung der Entdecker 
Harden und Young als Zymophosphat bezeichnet werden — 
bei der alkoholischen Garung durch Hefeprefsaft, Hefenextrakt 
oder Trockenhefe eine zentrale Rolle spielt, ist eine durch die 





') Euler und Johannson, Bd. 83, S. 192 (1913). 
*) Harden und Young, Proc. Chem. Soc. B., Bd. 21, S. 189 (1905). 
*) Iwanoff, Trav. de la Soc. Nat. de St. Petersburg, Bd. 34 (1905). 
*) Iwanoff, Diese Zeitschr., Bd. 50, S. 281 (1907). 
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obengenannten Versuche einwandfrei experimentell festgestellte 
Tatsache. 

Das Zymophosphat tritt aber in der Hefe nicht allein 
als Zwischenprodukt auf, sondern es hat sich auch gezeigt, 
daf es eine erhebliche Beschleunigung der Girung durch lebende 
Hefe hervorruft,!) eine Beobachtung, welche Harden und 
Young?) an englischen Oberhefen bestitigen konnten. 

Im AnschluB hieran ist schlieBlich noch zu erinnern, daf 
auch nach unseren Versuchen die Enzyme des Phosphatum- 
satzes, Phosphatase und Phosphatese, keineswegs auf die Hefe 
beschriinkt sind, sondern auch in anderen Mikroorganismen, 
fiir welche Zuckergiirung eine wesentliche Energiequelle bildet, 
nachgewiesen werden kann. 

Als im hiesigen Laboratorium 1911 begonnen wurde, die 
Einwirkung von tierischen Enzymen bezw. Organextrakten auf 
Kohlenhydratphosphorséureester zu studieren, war tiber das 
Verhalten der Zymophosphate im Tierkérper tiberhaupt nichts 
bekannt. Im AnschluB an die Versuche iber tierische Phos- 
phatasen untersuchten Euler und Funke,%) ob durch Organ- 
extrakte Vergirung bezw. Glykolyse hervorgerufen wiirde. 

Diese Versuche wurden zunachst einerseits mit feinzer- 
schnittenen Muskeln, anderseits mit der pulverisierten Leber 
eines frischgeschlachteten Kaninchens angestellt. Zu je 1g 
dieser Substanzen wurden auBer Toluol als Antiseptikum 21 ccm 
10°/oige Glykoselésung zugefiigt, in Parallelversuchen auBer- 
dem 0,5 g NaH,PO, bezw. 0,5 g Zymase-Coenzympraparat. Diese 
Versuche verliefen insofern negativ, als innerhalb 24 Stunden 
keine Kohlensaéureentwicklung beobachtet wurde. Das Ver- 
schwinden der Glykose wurde zwar damals messend verfolgt, 
indessen wurden dariiber keine Angaben verOffentlicht, da tiber 
die Spaltprodukte keine Klarheit gewonnen war. 

Nachdem Rona und Doblin‘) bereits auf die Bedeutung 
der Phosphate bei der Glykose aufmerksam gemacht haben, 


') Euler und Backstrém, Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 394 (1912). 
2) Harden, Alkoholic Fermentation, Second Edition, 1914. 

8) Euler und Funke, Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 488 (1912). 

‘) Rona und Déblin, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 504 (1911). 
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ist Embden!) mit seinen Mitarbeitern in einer Reihe sehr be- 
merkenswerter Untersuchungen zu Resultaten gekommen, welche 
deutlich dartun, dai die Kohlenhydratphosphorsiure eine wesent- 
liche Rolle beim Stoffwechsel in den Muskeln spielt. 

Er konnte zeigen, daS Muskeln und Muskelprefisaft in 
kurzer Zeit Milchséiure und Phosphorsiaure liefern, und zwar 
in zahlreichen Fallen aiquivalente Mengen der beiden Siuren. 
Der Umfang der im Muskel beobachteten Phosphorsaurebildung 
kann durch keine andere Substanz gesteigert werden, als durch 
das Zymophosphat der Hefe. 

Als Muttersubstanz der beiden genannten Siuren nahmen 
Embden und seine Mitarbeiter zunachst das Lactacidogen an, 
dessen Vorkommen sie in verschiedenen Muskeln nachweisen 
konnten. Sie sprachen bald die Vermutung aus, daf das Lact- 
acidogen mit dem Zymophosphat strukturell ahnlich sei. Schlief- 
lich gelang es Embden und Laquer?) nachzuweisen, dab 
Laktacidogen und Zymophosphorsaure identisch seien. 

«Es scheint — schreibt Laquer’) —, als ob die inter- 
mediare Bindung des Kohlenhydrats an Phosphorsaure in ahn- 
licher Weise die notwendige Voraussetzung fiir das Zustande- 
kommen der Milchséurebildung aus Kohlenhydrat ist, wie die 
intermediare Hexosephosphorsaurebildung bei der alkoholischen 
Gairung der Hefe allem Anschein nach als ein fiir das Zu- 
standekommen der letzteren notwendiger Vorgang betrachtet 
werden muB. » 

Wie in der Hefe die Phosphatase und die neben der- 
selben vorhandene Phosphatese in steter Wechselwirkung eine 
der ersten Phasen des Kohlenhydratumsatzes vermitteln, so 
diirfte auch im Muskel durch eine Phosphatese eine enzyma- 
tische Phosphorsaureveresterung eintreten. 


Das Ausbleiben der Phosphorsiurebildung bei der ein- 
fachen Tiatigkeit isolierter Froschmuskeln, die bekanntlich mit 





'! Embden, Griesbach und Schmitz, Diese Zeitschr., Bd. 93, 
S. 1 (1914); Embden und Laquer, ebenda, S. 94; Embden, Gries- 
bach und Laquer, ebenda, S. 124. 

*) Embden und Lagquer, Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 181 (1911). 

5) Laquer, ebenda, Bd. 93, S. 61 (1914). 
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einer ganz wesentlichen Milchsaurebildung verkniipft ist, er- 
klart sich namlich vielleicht so, daB unter diesen physiologischen 
oder nahezu physiologischen Bedingungen die assimilatorische 
Anlagerung von Kohlenhydrat an Phosphorsdure der dissimila- 
torischen Spaltung von Lactacidogen zu Milchséure und Phos- 
phorséure die Wage hilt. ') 

Die Versuche von Embden sprechen dafir, dafi der 
Kohlenhydratabbau im Muskel ebenso wie derjenige der Hefe 
beginnt mit einer synthetischen Anlagerung des Kohlenhydrats 
der Phosphorséure oder doch an einem phosphorsaurehaltigem 
organischen Komplex.?) 

Embden hielt es fiir méglich, daB der Muskel nicht nur 
die Synthese von Kohlenhydrat mit Phosphorsdéure bewirken 
kann, sondern daf er auch, ganz ahnlich wie die Leber, im- 
stande ist, Milchséure in Kohlenhydrat zuriickzuverwandeln. *) 


Diese Beteiligung des Zymophosphates am Kohlenhydrat- 
stoffwechsel im Muskel dirfte nicht die einzige Rolle sein, 
welche dieser KOrper im tierischen Organismus spielt. 

Da die Spaltung des Zymophosphates im Muskel in 
Milchséure und Phosphorséure in saurer Lésung vor sich zu 
gehen scheint, entsteht die Frage, inwieweit die an diesem 
Umsatz beteiligten Enzyme der Phosphatese und Phosphatase 
der Hefe entsprechen. Es hat den Anschein, daB im Muskel 
ein kraftiger wirkendes milchsiéurebildendes Enzym mit den 
Enzymen des Phosphorumsatzes zusammenwirkt, als in der Hefe. 

Anderseits legen die bis jetzt bekannt gewordenen Tatsachen 
liber die Phosphatwirkung im Blut die Vermutung nahe, dafi das 
Zymophosphat auch im Blut auftritt und eine Umsetzung erfahrt, 
und wir wirden es in diesem Fall hier mit einer alkalischen 
Garung zu tun haben, deren Zwischenprodukte eine Oxydation 
erfahren. Von diesem Gesichtspunkt aus sind im hiesigen La- 
boratorium Oxydationsgérungen unternommen worden. 


1) Embden und Laquer, Diese Zeitschr., Bd. 93, 96 (1914). 
*) Embden, Griesbach und Schmitz, Diese Zeitschr., Bd. 93, 


S. 44 (1914). 
5) Embden, Griesbach und Laquer, Diese Zeitschr., Bd. 93, 


S. 142 (1914). 











bela ES CR ier, aE RR Per 








; 








OLE ic AL SRO, GE BER ILO IER ROE A he OEY BREINER A EET 








hey 


Ste coat A aa esta? as ic tm 





Uber die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Garung. 2097 
Durch die Versuche von Embden und seiner Mitarbeiter 
steht also experimentell fest, dafi Zymophosphat eine wesent- 
liche Rolle beim Zuckerabbau im Muskel spielt. Es ist damit 
wenigstens fiir eine Phase des Zuckerabbaues im Tierk6érper 
eine wesentliche Analogie mit dem Zuckerabbau bei der Garung 
— zunichst bei der Zymasegiérung — experimentell festgestellt 
und damit ein wichtiger chemischer Stiitzpunkt geliefert fiir 
die Annahme, dai Atmung und Gdrung, welche in Pflanzen 
sich bis zu einem gewissen Grad vertreten kinnen, ganz all- 
gemein in naher chemischer Beziehung zueinander stehen. 

Auf die nahere Diskussion dieser Beziehungen wollen wir 
hier nicht eingehen, da wir an anderer Stelle bald ausfiihr- 
licher auf dieselben zuriickzukommen hoffen. 

Es sei hier nur auf eine auffallende, in letzter Zeit von 
Neuberg!) geduferte Ansicht hingewiesen. Neuberg geht 
davon aus, dafi die Esterbildung zwischen Phosphorsaéure und 
Hexosen durch eine Reihe lebender Hefen auch in Gegenwart 
von Toluol nicht oder nur wenig eintritt, wahrend die gleichen 
Hefen in getrocknetem Zustand fast vollstandig verestern. Hierzu 
schreibt Neuberg: «Diese Erscheinung k6énnte wohl dafiir 
sprechen, daf die unter besonderen Umstianden erfolgende Ver- 
einigung von Phosphat in Zucker ein pathologisches Geschehnis, 
vielleicht der Ausdruck eines Vergiftungsvorganges bei ab- 
normen P,Q,-Konzentrationen ist, aber selbst im Falle der 
physiologischen Natur dieser Reaktion wiirde sie an sich nicht 
das geringste besagen fiir die Frage der alkoholischen Zucker- 
spaltung>. 

Wie sich diese Auffassung Neubergs mit den zahlreichen 
festgestellten quantitativen Beziehungen zwischen Giarkraft und 
Phosphatgehalt in garenden Zuckerlésungen vereinbaren laBt, 
welche Harden und Young fir Hefeséfte, Euler und Jo- 
hansson fiir Trockenhefe und lebende Hefe gefunden haben, 
ist uns einstweilen nicht versténdlich. Immerhin ist die An- 
nahme Neubergs, daf die Bildung des Zymophosphates nicht 
ein physiologisches, sondern ein pathologisches Geschehnis 





') Neuberg, Levite, Farber und Schwenk, Biochem. Zeitschr., 
Bd. 83, S. 244 (1917). 
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sei, vom biochemischen und biologischen Standpunkt aus be- 
merkenswert. 

Zu einzelnen tatsaéchlichen Angaben von Neuberg hat 
sich der eine von uns (E.) bereits geaufert.!) 


Es wurde bereits darauf hingewiesen, da8B lebende Ober- 
hefe sich hinsichtlich der Bildung des Zymophosphats, soweit 
die gegenwirtigen Erfahrungen reichen, in der Regel anders 
verhilt, als die meisten Unterhefen. Bei den Unterhefen. hatten 
ja Euler und Johansson?) zuerst festgestellt, da dieselben 
in frischem Zustande bei Gegenwart von Toluol quantitativ 
verestern, und nach diesem Verfahren wird seit liingerer Zeit 
Zymophosphat fabrikmaéfig dargestellt. 

In Abwesenheit eines Protoplasmagiftes tritt die Vereste- 
rung durch lebende Hefe nicht oder nur in auSerordentlich ge- 
ringem Grade ein.°*) 

Im Anschlu8 an die friiheren Versuche von Euler und 
Johannsson (I. c.) und die neueren von Euler, Svanberg, 
Hallberg und Brandting*) und noch unver6ffentlichte Ver- 
suche von Euler wurden einige neue Versuchsreihen ange- 
stellt mit einer in frischem Zustand mit Protoplasmagift nicht 
veresternden Oberhefe. 


Neue Versuche. 


Als Protoplasmagift kam hier Phenol zur Anwendung. 
Als Hefe verwendeten wir eine besonders reine Brennerei- 


1) Euler, Biochem. Zeitschr., Bd. 86, S. 337 (1918). 
2) Euler und Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 175 (1912). 
8) Damit sei folgender Satz in der erwahnten Arbeit von Neuberg, 
Levite, Farber und Schwenk, S. 252 richtig gestellt: «Doch haben 
L. Iwanoff (1905), sowie A. v. Lebedew (1910) bereits hervorgehoben, 
dafi auch frische Hefe dazu (Gewinnung des Hexosebiphosphats) geeignet 
ist, und die gleiche Angabe hat in neuerer Zeit auch Euler gemacht.» 
Tatsachlich haben Euler und Johannsson gerade im Gegen- 
teil gezeigt, daf frische Hefe in einigermafien nennenswertem Grad nur 
dann verestert, wenn Protoplasmagifte wie Toluol zugesetzt werden. 
‘) Euler, Svanberg, Hallberg und Brandting, Diese Zeitschr., 


Bd. 100, S. 203 (1917). 
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hefe, welche von der Sddra Stockholms PreBhefefabrik geliefert 
wurde; wir bezeichnen dieselbe mit SB. II. 
Bei allen Versuchen kam folgende Lésung zur Anwendung: 






100 ccm 10°/oige Natriumphosphatlésung, NaH,PO, 
+ 75 » 25°/oige Invertzuckerlésung. 






ose se 






Dazu wurden bei Parallelversuchen 
einerseits 25 ccm Wasser 
anderseits 25 ccm 2°/oige Phenollésung 
zugesetzt. Gesamtvolumen war somit 200 cem. Aciditit Py = 5,5. 






In von Zeit zu Zeit entnommenen Proben wurde die freie 
Phosphorsaure in bekannter Weise durch Magnesiamischung 
gefallt, und diese Fallung als Mg,P,0, zur Wagung gebracht. 







Versuch 1a. 






25 g frische Hefe mit und ohne Phenol. 











aa iacee 
as 









Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 












Stunden | . 
ohne Phenol | mit Phenol 
0 0,0300 | 0,0305 
6 0.0296 0,0293 





j 






Versuch 1b. 
6 Stunden getrocknete Hefe. 























Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 
Stunden 20g Hefe | 10 g Hefe 
mit Phenol | ohne Phenol | mit Phenol | ohne Phenol 
1 0,0316 | 0,0305 | 0,0318 |  0,0318 
0,0310 | 0,0304 | 0,0308 | 0,0315 
















Versuch Ic. 
12 Stunden getrocknete Hefe. 







Gramm Mg,P,0, in 2 ecm 


























Stunden 20 g Hefe | 10 g Hefe 
| mit Phenol | ohne Phenol} mit Phenol | ohne Phenol 
1 | 09,0296 | 00308 | 0,0301 | 0,0340 


6 / 0.0293 | 0,0307 | 0,0300 | 0,0330 
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Versuch id. 
24 Stunden getrocknete Hefe. 








Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 








Stunden | 20 g Hefe | 10 g¢ Hefe 
| mit Phenol | ohne Phenol| mit Phenol | ohne Phenol 
1 | 0,0255 | 0.0240 | 0,0296 | 0,0210 
5 | 0,0094 - - | 
6 | 0,0073 0.0156 | 0,0257 | 0,0208 


Versuch 2a. 


8 Stunden getrocknete Hefe. Wassergehalt der Hefe 43,9 °/o. 


Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 


| 
Stunden | 20 g Hefe | 10 g Hefe 
| mit Phenol | ohne Phenol} mit Phenol | ohne Phenol 








1 | 0,0239 | 0,0225 | 00237 |  0,0260 
5 | 00232 | 0,0222 «| ~—«0,0280 0,0262 
6 | 09,0228 ~| 0,0223 | 0,0227 0,0259 


Versuch 2b. . 
15 Stunden getrocknete Hefe. Wassergehalt der Hefe 36,4 °%o. 


sane 








Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 











Stunden 20 g Hefe | 10 g Hefe 
mit Phenol | ohne Phenol} mit Phenol | ohne Phenol 

1 0,0228 0,0238 | 0,0264 | 0,0239 i 

2 0,0225 0,0231 00246 | 0,0234 


Versuch 2c. 


























21 Stunden getrocknete Hefe. Wassergehalt der Hefe 20 °%/o. 
| Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 
Stunden 20 g Hefe | 10 g Hefe : 
| mit Phenol | ohne Phenol! mit Phenol | ohne Phenol 
0.0270 | 00,0296 | © 0,0281 | = (0,0294 

6 0.0268 | 0,0248 | 0,0282 | 0,0283 


H 








E 
b 
y 
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Versuch 2d. 
25 Stunden getrocknete Hefe. Wassergehalt der Hefe 8 °%o. 


| Gramm Mg,P,0, in 2 ccm 








Stunden | 20 ¢ Hefe | 10 g Hefe 
| mit Phenol | ohne Phenol} mit Phenol | ohne Phenol 
1 '  0,0302 | 0,0275 | 0,0296 | 0,0287 
5 0,0103 0,0201 | 0,0287 | 0,0280 
6 0,0096 | 0,0202 | 0,0288 | 0,0279 


Die hier ausfiihrlich mitgeteilten Ergebnisse sind noch 
in weiteren Versuchsreihen bestitigt worden, von deren Wieder- 
gabe hier im Interesse der Raumersparnis abgesehen wird- 


Zusammenfassung. 

1. Aus dem angegebenen Zahlenmaterial, das sich auf 
eine Brennerei-Oberhefe, S. B. II bezieht, geht hervor: 

a) Die hier zum erstenmal quantitativ untersuchte Be- 
ziehung zwischen Wassergehalt der Hefe zeigt als Hauptmerk- 
mal den starken Einsatz des Veresterungsvermégens der Hefe 
bei Wassergehalten von 15—10°/o. 

b) Die Veresterung ist der Hefemenge nicht proportional, 
sondern steigt in gewissen Grenzen sehr viel schneller mit der 
Hefemenge an. 

c) Bei Hefenstimmen, welche in frischem Zustand durch 
Toluol und andere Protoplasmagifte nicht zur Veresterung an- 
geregt werden, iiben Protoplasmagifte wie Toluol und Phenol 
nach einer gewissen Vortrocknung der Hefe einen wesent- 
lichen Einflu8 auf die Bildung von Zymophosphat aus. 

2. Einleitungsweise werden solche Tatsachen zusammen- 
gestellt, welche fiir die wesentliche Rolle des Phosphats bei 
normaler alkoholischer Girung und fiir die allgemeinen nahen 
Beziehungen zwischen der Phosphatwirkung beim Zuckerabbau 
im tierischen und héheren pflanzlichen Organismus und bei der 
alkoholischen Hefegirung sprechen; diese Tatsachen werden der 
von Neuberg (Biochem. Zeitschr., Bd. 83, S. 244) geaéuBerten 
Ansicht gegeniibergestellt, daB «die unter besonderen Umstiinden 
erfolgende Vereinigung von Phosphat und Zucker ein patho- 
logisches Geschehnis . . . ist». 








Das Verhalten der Thyminséure zu Phenylhydrazin. 


Von 
R. Feulgen und G. Landmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1918.) 


Unlangst hat der eine von uns (R. Feulgen’)) nach- 
gewiesen, dali das Kohlenhydrat der echten Nucleinsadure keine 
Hexose ist, sondern eine Aldehydgruppe besitzt, die ihrerseits 
eine Reaktion mit fuchsinschwefliger Saéure gibt, und daf die 
Aldehydgruppen frei werden, wenn durch milde Hydrolyse die 
Purine abgespalten wurden. 

Es wurde weiter eine Methode zur Darstellung der Thymin- 
siure?) angegeben und gezeigt, daf in ihr zwei Aldehydgruppen 
vorhanden sein muften. Der qualitative Nachweis dieser Al- 
dehydgruppen geschah durch die Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Siure, der quantitative Beweis jedoch konnte bislang nur in- 
direkt gefiihrt werden, indem man aus der Konstitution der 
Nucleinséure schliefen mute, dafB durch das Austreten von 
zw ei Purinbasen auch z wei Aldehydgruppen des Kohlenhydrates 
frei wurden. 

DaB die Dinge in der Tat so liegen, konnte nunmehr durch 
das Verhalten des thyminsauren Baryums zu Phenylhydrazin 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich némlich, daf der Korper 
sich leicht mit zwei Molekiilen Phenylhydrazin verbindet, sodaf 
auf jede Aldehydgruppe ein Molekil Phenylhydrazin kommt. 
Wir bezeichneten die neue Verbindung mit Phenylhydrazon- 
thyminsdaure. 


') R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 241. 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 296. 
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Entsprechend dem in den erwahnten Arbeiten schon 6fter 
gebrauchten Schema fiir die Nucleinséiure') mufte dem phenyl- 
hydrazonthyminsauren Baryum folgende Struktur zukommen. 







y, Phosphorsaure—Kohlenhydrat—Phenylhydrazin 
Ba Niten. 


'Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Cytosin 





J Phosphorséure—Kohlenhydrat—Thymin 
a , 
Phosphorsaure—Kohlenhydrat—Phenylhydrazin 





Da das thyminsaure Baryum nur 5 Atome (5,3°/o) Stick- 
stoff, der neue Korper aber deren 9 (8,4°/o) enthalt, so muBten 
vor allem die Stickstoffwerte beweisend fiir unsere Anschauung 
sein. Die Analyse der Verbindung bildet aufierdem eine weitere 
Stiitze fiir die Anschauungen des einen von uns tiber die Mole- 
kulargrofe des Kohlenhydrats.?) 









Darstellung des phenylhydrazonthyminsauren 
Baryums. 





8 g thyminsaures Baryum und 2 g Natriumchlorid werden 
in 100 ccm Wasser gelést, die Losung nach dem Ansauern mit 
Essigséure auf dem siedenden Wasserbade auf etwa 60° schnell 
erwérmt, sodann eine Lésung von 8 ccm farblosem Pheny]l- 
hydrazin, 8 ccm Wasser und 8 ccm 50°/oiger Essigséiure zu- 
gesetzt, und die Mischung noch 20 Minuten im siedenden Wasser- 
bade erhitzt. Die Reaktion macht sich sofort bemerkbar, indem 
die Farbe der Fliissigkeit auf Zusatz der Phenylhydrazinlésung 
gelb wird, und beim Abkiihlen sich ein schwer loslicher Kérper 
abscheidet. Man filtriert heib, bringt im Filtrat die unter Um- 
standen abgeschiedene Substanz durch Erwirmen wieder in 
Lésung, versetzt mit 5 g Baryumacetat in 10 ccm Wasser (worauf 
sich das Ba-Salz schon zum Teil abscheidet) und fallt hei® mit dem 
dreifachen Volumen siedenden Alkohols. Nach dem Abkihlen 

| saugt man ab, entwdssert durch Nachwaschen mit Alkohol und 
trocknet im Vakuum iiber Schwefelsiure. Ausbeute 8,5—8,9 g 
(fast quantitativ). Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt 
























1) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 288. 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 249. 
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zu etwa 10°/o in 5°/oiger Essigséure geldst und mit dem drei- 
fachen Volumen Alkohol wieder ausgefallt. 

Eine milde hydrolytische Spaltung der Substanz war 
nicht auszufiihren, da sowohl die Thyminsaure als auch das 
Phenylhydrazin zu Jeicht verharzen. Auch konnte durch Be- 
handeln z. B. mit Benzaldehyd die Thyminsaure nicht regene- 
riert werden. 

Die Analyse wurde in lufttrockner Substanz vorgenommen 
und in einer besonderen Probe der Wassergehalt bestimmt. 
0,2377 g verloren bei 80° tiber P,O, 0,0147 g Wasser, 

0,4016 » lieferten 27,0 ccm N; t = 16°, p = 749 mm, 
0.3107> » 20,4 » N;t=15°% p= 760mm, 
0,1147 » entsprachen 16,3 ccm ®/s-Lauge (Neumann), 


0,1026 » > 14,2 » Mfy- » » ), 
0,3246 » trocken lieferten 0,4216 g COQ,. 
Ber. fiir C,,H,,0,,N,P,Ba, : Gef.: 
N 8,39 8,25; 8,21 
P 8,26 8,39; 8,17 
C 35,93 35,34 


Die Analysen weiterer Praparate gaben dieselben Re- 
sultate. 


Kigenschaften der Phenylhydrazonthyminsaure. 


Das Baryumsalz stellt ein hellgelbes amorphes Pulver dar, 
das in Wasser sehr schwer, in verdiinnter Essigséure leicht 
mit gelber Farbe lislich ist. Aus der essigsauren Losung wird 
durch Alkohol in guter Ausbeute das Baryumsalz, durch Salz- 
siure aber die freie Saure gefallt; denn sie ist im Gegensatze 
zu der Thyminsiure in kaltem Wasser schwer loslich, ahnlich 
der Nucleinsaéure, mit der sie auch in der Struktur 4uferlich 
Ahnlichkeit hat. Im Gegensatze zur Nucleinsiure erscheint 
aber die durch Erhitzen geléste Phenylhydrazonthyminsdure 
wieder beim Erkalten, offenbar zum grdften Teil unzersetzt, 
wihrend die Nucleinsdéure unter denselben Bedingungen leicht 
ihre Purinbasen abgibt und zur leicht léslichen Thyminsdure 
wird. Beim langeren Erhitzen zersetzt sich aber auch die 
freie Phenylhydrazonthyminsaure unter Schmierenbildung durch 
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Verharzen. Starke Mineralsdéuren bewirken augenblickliche Ver- 
harzung unter lebhaftem Farbenspiel. 

Es ist uns noch nicht gelungen, die Siure oder ein Salz 
der Saure zur Krystallisation zu bringen, bei allen Versuchen 
stérte die leichte Verharzbarkeit. 

Seiner Hydrazonnatur entsprechend, fixiert der Korper 
beim Behandeln mit Natriumamalgam in essigsaurer Lésung 
Wasserstoff bis zu einem scharf zu beobachtenden Sattigungs- 
punkte. Uber die entstehenden Verbindungen soll spiter ab- 
gehandelt werden. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der «Griifin 
Bose-Stiftung» angestellt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Cll. 19 








Uber Reststickstoffbestimmung im Blutserum. 


Von 


Oberapotheker Dr. Fischer. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses Niirnberg 
[Direktor: Prof. Dr. Johannes Miiller].) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1918.) 





Unter Reststickstoff im Blute oder im Blutserum versteht 
man im allgemeinen den Stickstoffgehalt des enteiweifiten Serums, 
In der Hauptsache wird sich dieser Stickstoff zusammensetzen 
aus dem Stickstoff vor allem des Harnstoffs, dann der Harn- 
siure, des Kreatinins, des Indikans und der Albumosen. Je 
hoher daher der Gehalt dieser Stoffe, besonders des Harnstoffs, 
im Blute ist, desto hdéhere Resultate wird eine Reststickstoff- 
bestimmung ergeben. 

Die Werte, die man im normalen Blutserum fiir Rest- 
stickstoff gefunden hat, sind relativ gering, sie betragen pro 
100 cem Serum 20—40 mg (1,5—2,5°/o des Serum-Gesamt- 
stickstoffs). Auch die Erhéhungen, welche sich bei verschiedenen 
Erkrankungen einstellen, geben im Verhialtnis zum Gesamt- 
stickstoff des Blutes keine allzuhohen Werte. Jedenfalls konnen 
schon geringe Fehler bei der Ausfiihrung der Bestimmung zu 
grofen Tauschungen hinsichtlich der Beurteilung des Zustandes 
eines Patienten Veranlassung geben. 

Da nun die Methode der Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl eine duBerst exakte Bestimmung des Stickstoffs ge- 
wihrleistet, habe ich mein Hauptaugenmerk auf die richtige 
Art der EnteiweiBung geworfen, zumal ich einmal bei einer 
solechen Bestimmung einen viel zu hohen Wert erhielt, welcher 
durch die EnteiweiBung mittels Liquor Ferri dialysati bedingt 
war, trotzdem genau nach Vorschrift gearbeitet worden war. 
In den meisten Biichern iiber physiologisch-chemische Unter- 





























Uber Reststickstoffbestimmung im Blutserum. 267 


suchungen sind merkwirdigerweise tiber die Reststickstoff- 
bestimmung im Blute sehr wenig Angaben enthalten. Ich habe 
es daher unternommen, die wichtigsten EnteiweiBungsmethoden 
auf ihre Gebrauchsfahigkeit bei der Reststickstoffbestimmung hin 


zu prifen. 

Es kommen fiir diesen Zweck schlieflich alle Fallungs- 
methoden des Eiweifes in Betracht. Nach kurzen Vorversuchen 
habe ich mich auf folgende drei Methoden beschrankt, da da- 
durch eine vollkommene Beantwortung der schwebenden Frage 
erfolgt. 

1. Die Fallung mittels Liquor Ferri dialysati nach Rona 
und Michaelis. 

2. Die Fallung mittels essigsaurer Chlornatriumlésung. 

3. Die Fallung mittels essigsaurer Natriumacetatlésung 
nach der von Authenrieth und Funk bei der kolorimetrischen 
Bestimmung der Harnsaure benutzten Methode.') 


ad 1. Fiir die Fallung mit Liquor Ferri dialysati lauten 
die Vorschriften hinsichtlich der Menge des zuzusetzenden Li- 
quors verschieden. Die urspriingliche Vorschrift von Rona 
und Michaelis?) ist folgende: «50 cem Serum oder Plasma 
werden auf das 10—12fache verdiinnt und mit 40 ccm Liquor 
Ferri dialysati tropfenweise unter lebhaftem Umschiitteln ver- 
setzt. Damit ist die Enteiweifung vollendet.» Ivar Bang’) 
gibt folgende Vorschrift fiir das gleiche Verfahren an: 30 bis 
50 ccm Blut werden mit Wasser auf 1 Liter verdiinnt. Man 
setzt unter Umschiitteln auf je 1 g Blut 2,5—3 ccm Liquor 
Ferri oxydati dialysati hinzu. Die Mischung la8t man unter 
zeitweiligem heftigen Schiitteln etwa 10 Minuten stehen, dann 
setzt man ihr fein gepulvertes Magnesiumsulfat auf einmal 
hinzu und schiitte!lt 1—2 Minuten. Man filtriert und erhalt so 
eventuell schon ein eiweiffreies Filtrat, doch bleibt oft noch 
etwas Hamoglobin zuriick, das dann durch weiteren Zusatz 
von Eisenlésung entfernt werden kann. 


*) Miinch. med. Wochenschr., Bd. 61, S. 457 (1914). 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 332 (1907). 
*) I. Bang, Der Blutzucker, S. 13. 
19* 
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An anderer Stelle!) wird die Methode von Michaelis und 
Rona fiir die EnteiweiBung zwecks Zuckerbestimmung im Blut 
folgendermafen angegeben: 30—40 g Blut werden mit Wasser 
auf 1 Liter verdiinnt und hierzu etwa 3 ccm Eisenlésung ge- 
geben. Nach 10 Minuten setzt man 1—1,5 g Magnesiumsulfat 
in Substanz hinzu, schiittelt 1—2 Minuten und filtriert, das 
Filtrat wird bei schwach saurer Reaktion stark konzentriert. 


Ich habe alle diese Methoden, deren Verschiedenheit im 
wesentlichen auf dem mehr oder weniger grofen Zusatz von 
Eisenlésung beruht, mit Blutserum, dem ich eine bestimmte 
Menge einer genau eingestellten, durch eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl nachgepriiften Harnstofflisung zusetzte, genau 
geprift und gefunden, dafi die beste Methode die zuerst an- 
gegebene ist. Aber auch bei dieser ist es mir nicht in allen 
Fallen gelungen, voéllige EnteiweiBung zu erreichen. Wenn ich 
einem Blutserum mit bekanntem Reststickstoffgehalt bestimmte 
Harnstoffmengen zusetzte, habe ich nur aduBerst selten die zu- 
gesetzten Mengen genau wiedergefunden. Trotzdem stets in 
gleicher Weise gearbeitet wurde, erhielt ich nur bei einigen 
Serien sehr gute Resultate, bei den meisten jedoch zu hohe 
Werte. Ich kann mir den Grund zu diesen verschiedenen Re- 
sultaten nur durch besondere, individuell verschiedene Eigen- 
schaften der einzelnen Blutseren erklaren, welche die Ausfallung 
des Eiweifes mittels Liq. Ferri dialysat. hie und da ungiinstig 
beeinflussen. Eine Garantie, daf auf diese Weise ein vollig 
eiweibifreies Filtrat stets erzielt wird, hat man jedenfalls 
nicht und dies ist bei der Reststickstoffbestimmung doch in 
erster Linie erforderlich. Fiir die Zuckerbestimmung im Blut 
mogen diese kleinen zuriickbleibenden Eiweifmengen bedeutungs- 
los sein, so dafi diese Enteiweifungsart fiir die Bestimmung des 
Blutzuckers wohl angewandt werden mag. Fiir eine ausnahms- 
los sichere und genaue Bestimmung des Reststickstoffs mufte 
ich jedoch nach meinen Erfahrungen diese Methode als nicht 
geeignet erachten, weshalb ich auch von einer weiteren ein- 
gehenderen Untersuchung Abstand nahm, zumal ich durch einige 


') Der Harn, herausgeg. von Neuberg, Berlin 1911, 2. Bd., S. 1005 














Ober Reststickstoffbestimmung im Blutserum. 269 


Vorproben feststellte, daf die anderen beiden Methoden bessere 
Resultate versprachen. 

ad 2. Ich nahm 5 ccm Blutserum und tropfte dasselbe 
direkt von der Pipette in 25 cem einer kochenden in einem 
Becherglas befindlichen 20°/oigen NaCl-Lésung, welche mit 
5 Tropfen konzentrierter Essigsdure angesduert war. Der sich 
bildende Niederschlag wird heif filtriert und mit einer heifen 
mit Essigsdure angesaduerten 10°/oigen NaCl-Lésung (auf 500 ccm 
NaCl-Lésung 2,5 ccm konz, Essigséure) 4mal mit je 10 ccm 
nachgewaschen. Das Filtrat mu8 vollig wasserklar sein. Es 
wird dann mit 20 ccm Kjeldahl-Schwefelséure (von Merck- 
Darmstadt) in einem Kjeldahl-Kolben versetzt, direkt iiber 
der Flamme eingedampft, bis zur Weififarbung verbrannt und 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt unter Vorlage von '/40 
n-Schwefelséure und Benutzung von Luteo! als Indikator. 

Es wurden bei allen Untersuchungen stets zwei Bestim- 
mungen nebeneinander ausgefiihrt. Zur Untersuchung gelangte 
das Blut von Patienten, welche nierenkrank waren. Wie die 
untenstehenden Untersuchungsresultate zeigen, ergab sich bei 
den beiden Bestimmungen fast stets der gleiche Wert, kleine 
Verschiedenheiten waren innerhalb der zulassigen Fehlergrenzen, 
Auch die zugesetzten Harnstoffmengen wurden richtig wieder- 
gefunden. Die Methode kann daher als brauchbar gelten. Zu 
bemerken ware nur, dafi das unbedingt ndotige klare Filtrat 
nach der Eiweiffallung mir bei manchen Seren nicht gelungen 
ist. In den meisten Fallen filtriert aber die Fliissigkeit, nach- 
dem das anfanglich triibe Durchlaufende einigemal aufs Filter 
zuriickgegossen wurde, schén klar. Nur solche Filtrate geben 


einwandfreie Resultate. 


Untersuchungsresultate ad 2. 


Bestimmung 53,2 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
> 52,2 7 > >» 100 > > 


i 4 
2. 
> II. 1. » 86,5 > > > 100 > » 
2 
1 
2 


Patient I. 


> 86,1 >» > > 100 > > 


> 54,9 > > » 100 > > 
» 56,0 > > >» 100 > > 
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Das Blut des Patienten III wurde auf 5 ccm mit 0,005 g 
chemisch reinem Harnstoff versetzt. Es wurden wiedergefunden: 


1. Bestimmung 0,0046 g Harnstoff 
2. > 0,005 » > 
Patient IV. 1. > 76,4 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
2 > 76,2 » > >» 100 >» > 
> we > 59,0 >» , >» 100 >» > 
2. > 58,2 > > » 100 > > 
> VI. 1. > 80.6 > > > 100 > > 
=. > 81,4 > > > 100 > > 
>» Vil. 1 > 50,6 » > » 100 >» > 
2. > 50,8 » > >» 100 » > 
>» Vill. 1. > 51,2 >» ’ >» 100 » > 
2 > 50,4 >» > » 100 » > 


Dem Blute des Patienten VIII wurden auf 5 ccm 0,005 g 
chemisch reiner Harnstoff zugesetzt. Es wurden  wieder- 


gefunden. 
1. Bestimmung 0,0048 g Harnstoff 
2. ’ 0,0047 >» > 


ad 3. Man erhitzt in einem etwa '!/2 Liter fassenden 
Erlenmeyer-Kolben 150 ccm einer annihernd !/100-n-Essig- 
siure (6 g Eisessig werden mit Wasser auf 100 ccm gebracht 
und davon 10 ccm mit Wasser auf 1 Liter verdiinnt) zum Sieden. 
Nach Zusatz von 0,5 g Natriumacetat l48t man langsam 10 ccm, 
wenn vorhanden besser 20 ccm, der mit einer Pipette ab- 
gemessenen Blutserumprobe zutropfen, erhitzt mehrmals ge- 
rade bis zum Sieden und filtriert das kochend heife Gemisch 
sofort durch ein Faltenfilter in eine Porzellanschale ab. Der 
Kolbenriickstand und die auf dem Filter befindliche koagulierte 
Masse wird 2mal mit je 100 ccm heifem 0,5 g Natriumacetat 
enthaltendem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat mu8 voll- 
kommen klar und farblos sein und enthalt samtlichen Rest- 
stickstoff des angewandten Serums. Es wird mit 3 ccm kon- 
zentrierter Essigsiure angesaduert, auf dem Wasserbade auf 
ca. 20 ccm eingedampft, durch ein kleines Filter direkt in einen 
Kjeldahl-Kolben filtriert und 2mal mit je 20 ccm heifem, 
schwach essigsaurem Wasser ausgewaschen. Zu dem Kolben- 
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inhalt fiigt man nach dem Erkalten 15 ccm Kjeldah|-Schwefel- 
sdiure (von Merck), erhitzt, bis das Wasser vollstaindig verdampft 
ist, was man daran erkennt, daB die Fliissigkeit sich dunkler 
firbt. Alsdann wird solange kraftig weiter erhitzt, bis der Kolben- 
inhalt farblos geworden ist, und der Stickstoff nach Kjeldahl 
unter Benutzung von '!/40-n-Schwefelséure als Vorlage und 
Luteol als Indikator bestimmt. 

Wie aus den folgenden Untersuchungen hervorgeht, welche 
sowohl nach der NaCl-Essigsdure als auch nach der Authen- 
riethschen Methode stets in je zwei Bestimmungen ausgefiihrt 
wurden, um beide Verfahren miteinander zu vergleichen, sind 
die erhaltenen Resultate sémtlich als einwandfrei zu bezeichnen. 
Der Nachteil des Authenriethschen Verfahrens beruht ledig- 
lich in dem zeitraubenden Abdampfen. Anderseits hat dieses 
Verfahren den Vorteil, daB man gréBere Mengen Blut ver- 
wenden kann, was bei der NaCl-Essigsaurefillung eine zu groBe 
Anhiufung von Natriumchlorid bedingt, welches bei der De- 
stillation durch unruhiges Kochen der spezifisch schweren 
Fliissigkeit stért. Da jedoch hier die mit 5 ccm Blut aus- 
gefiihrten Bestimmungen vollkommen exakte Resultate ergaben, 
gebe ich der NaCl-Essigsiuremethode den Vorzug. 


Untersuchungen nach 2 und 3. 


A. Hammelblut. 
NaCl-Methode. 
1. Bestimmung 36 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
> » 38 » > >» 100 >» . 
Methode nach Authenrieth. 
1. Bestimmung 41 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
2. > 39 >» > > 100 > > 
5 ccm des Hammelblutes wurden mit 0,05 g Harnstoff 
versetzt und nach der NaCl-Methode bestimmt. Es wurden 
wiedergefunden : 
1. Bestimmung 0,0507 g Harnstoff 
2. > 0,0516 » > 


Desgleichen mit 0,005 g Harnstoff versetzt ergab folgendes 
Resultat: 








272 Fischer, 


1. Bestimmung 0,0049 g Harnstoff 
2. > 0,0051 » > 
20 ccm des Hammelblutes wurden mit 0,05 g Harnstoff 
versetzt und nach der Authenriethschen Methode bestimmt. 


Es wurden wiedergefunden: 
1. Bestimmung 0,0505 g Harnstoff 
2. > 0,05 > > 


Desgleichen mit 0,005 g Harnstoff versetzt ergab folgendes 


Resultat : 
1. Bestimmung 0,005 g Harnstoff 
2. > 0,0052 » > 
B. Ein anderes Hammelblut. 
NaCl-Methode. 


1. Bestimmung 26,6 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
2. > 26,4 > > >» 100 » > 


Methode nach Authenrieth. 


1. Bestimmung 26,8 mg Rest-N in 100 ccm Serum 
9 » 26,4 > > > 100 > > 


oe 


5 cem mit 0,005 g Harnstoff wie oben versetzt ergaben 


folgende Resultate: 
Nach der NaCl-Methode. 
1. Bestimmung 0,0047 g Harnstoff wiedergefunden 
2. >» 0,005 > » » 
20 cem mit 0,005 g Harnstoff versetzt ergaben folgende 


Resultate: 


Nach der Authenriethschen Methode. 
1. Bestimmung 0,0051 g Harnstoff wiedergefunden 


2. > 0,0052 > > > 
C. Menschenblut (Nierenerkrankung). 
NaCl- Authenriethsche 
Methode Methode 
In 100 ccm Serum: 1. Bestimmung 59 mg Rest-N 60 mg Rest-N 
>» 100 > * oe, > 59 > > 61 >» > 


D. Menschenblut (Nierenerkrankung), 


In 100 ccm Serum: 1. Bestimmung 58,8 mg Rest-N 59 mg Rest-N 
> 100 >» > 22 > 58,8 > > 59,8 » , 


E. Menschenblut (normal). 
In 100 ccm Serum: 1. Bestimmung 28,4 mg Rest-N 29,3 mg Rest-N 
>» 100 >» oe > 27,9 » > 29,1 » > 
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Auf Veranlassung von Herrn Direktor Prof. Dr. Miller 
habe ich nach Abschlu8 obiger Untersuchungen noch eine 
Methode der Eiweiffallung meinen Versuchen angeschlossen, 
welche in den von mir benutzten Biichern nicht verzeichnet 
war. Es ist dies die Entfernung des Eiweifes mittels Uran- 
acetat.1) Da ein Vorversuch ein giinstiges Resultat versprach, 
habe ich eine Reihe von Untersuchungen vorgenommen, welche 
diese Erwartungen bestatigten. Es stellte sich dabei sogar 
heraus, dafi diese Methode wegen ihrer Einfachheit allen anderen 
Methoden vorzuziehen ist. Da nach den von mir angestellten 
Versuchen die NaCl-Methode sehr gute Resultate ergab, habe 
ich diese zur Priifung der Uranmethode auf ihre Brauchbarkeit 
zum Vergleich benutzt und folgende Resultate erhalten. Das 
Blut war Menschenblut von verschiedenen Patienten. 


NaCl-Methode Uran-Methode 
I]. In 100 ccm Serum: 23,8 mg Rest-N 22,4 mg Rest-N 


Il. » 100 >» > : 58,8 >» > 59,1 >» > 
Ill. » 100 » > + Oe a > 37,1 >» > 
IV. » 100 >» > : 87,5 » > 88,9 >» > 

V. >» 100 >» > : 46,5 » : 46.2 » > 
VI. » 100 » > : 343 >» > 34,3 >» > 

Vil. >» 100 » >» : 28,0 » > 28.0 >» > 
Vill. » 100 » >» : 86,5 >» > 86,1 > . 


Diese Ergebnisse liefern den Beweis, dai beide Methoden 
gleich gut sind, denn die geringen Differenzen liegen innerhalb 
der zulassigen Fehlergrenzen. Bei der Uranmethode geht jedoch 
die Ausfallung des Eiweifes viel sch6ner und da kein Erhitzen 
notig ist, viel rascher vor sich; ich habe in allen Fallen gleich 
nach den ersten Tropfen ein tadellos wasserklares Filtrat er- 
halten. Die Vorschrift zur Uranmethode ist folgende: 10 ccm 
Blutserum werden in einem Mischzylinder von 50 ccm Inhalt 
mit 10 ccm einer 1,6°/oigen Uranacetatlésung versetzt, um- 
geschiittelt und mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Man schiittelt 
gut durch, la8t 5 Minuten stehen und filtriert. 25 ecm des 
vollig klaren Filtrates, welche 5 ccm des angewandten Blut- 





*) Die Methode ist in dem Taschenbuch der med.-klin. Diagnostik 
von Seifert-Miiller auf Seite 95 angegeben. 
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serums entsprechen, werden mit 10 ccm Kjeldahl-Schwefel- 
siure in einem Kjeldahl-Kolben versetzt und der Stickstoff, 
wie bei den anderen Methoden angegeben, bestimmt. Wichtig 
ist auch hier ein vollig wasserklares Filtrat, was ich auch bei 
allen von mir untersuchten Blutseren erhalten habe. Nur ein 
Hammelblut, bei welchem Hiémolyse eingetreten war, ergab 
ein schwach rotlich gefarbtes Filtrat, welches sich wegen seines 
Haimoglobingehaltes nicht zur weiteren Verarbeitung eignete. 
Ich habe aber auch in diesem Falle schlieBlich ein eiweiffreies 
Filtrat erhalten, indem ich die 25 ccm des Filtrates (= 5 ccm 
Blut) langsam bis zum Kochen in einem kleinen Becherglaschen 
erhitzte, heif filtrierte, mit heifem Wasser griindlich auswusch 
und das nun wasserklare Filtrat wie oben angegeben weiter 
behandelte. Es ergab sich bei dieser Bestimmung ein Rest- 
stickstoffgehalt von 26,6 mg in 100 ccm Blut. Bei den unter- 
suchten Menschenblutseren habe ich diese Korrektur niemals 
notig gehabt. Ein haémolytisch gewordenes Blut wird praktisch 
kaum zu Reststickstoffbestimmungen in Betracht kommen, ge- 
gebenenfalls kann man jedoch auch hierbei, wenn man wie 
angegeben verfihrt, ein eiweibfreies Filtrat erzielen. 


SchluBfolgerung. 


Zur Reststickstoffbestimmung im Blutserum eignet sich 
nur eine EnteiweiBungsmethode, welche ein Filtrat ergibt, in 
welchem sich auch nicht die geringste Spur Eiwei8 mehr vor- 
findet. Als soleche Verfahren sind zu empfehlen: 

1. die Ausfallung mit Natriumchlorid-Essigsaéure in der 
Siedehitze, 

2. die Ausfallung mit Natriumacetat-Essigsaure in der 
Siedehitze, 

3. die Ausfallung mit Uranacetatlésung in der Kalte nach 
den angegebenen Vorschriften. 

Aus praktischen Griinden ist der Uranacetatfallung der 
Vorzug zu geben. 

Es ist stets darauf zu achten, daB ein véllig wasserklares 
Filtrat nach der Ausfallung des EiweiBes erhalten wird. 











Zur Theorie und Praxis der Alkoholdesinfektion. 


Von 


Johanne Christiansen. 





Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie in Kopenhagen (C, J. Salomonsen].) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1918.) 





Die folgenden Versuche und Beobachtungen tber Alkohol- 
desinfektion sind in Fortsetzung der balloelektrischen Unter- 
suchungen von Prof. C. Christiansen angestellt worden. Um 
einige von diesen zu erklaéren, habe ich im Jahre 1915 eine 
Hydrattheorie aufgestellt, infolge welcher Methylalkohol in 
wiisseriger Lésung sich mit 2 Molekiilen Wasser, Athylalkohol 
mit 4, Propylalkohol mit 8, Butylalkohol mit 16, Amylalkohol 
mit 32 usw. verbindet. 

Von diesen Hydraten wurde das Athylalkoholhydrat in 
krystallinischer Form schon 1894 von Barendrecht bei ca. 
+ 60°/o C. dargestellt. Er fand bei der Analyse 37 Gewichts- 
prozent Alkohol (das Hydrat: 1 + 4 H,O enthalt 39 Gewichts- 
prozent Alkohol). Weiter fand Barendrecht, daB beim Ge- 
frieren konzentrierter Lésungen von Propylalkohol groBe ku- 
bische Krystalle ausgeschieden wurden — wahrscheinlich auch 
ein Hydrat. Hydrate der tibrigen Alkohole sind nicht kry- 
stallinisch dargestellt worden. 

Es war in Fortsetzung dieser Gedanken interessant zu 
untersuchen, ob nicht die verschiedenen biologischen Wirkungen 
(Desinfektion, Fixierung, Hiarten, Narkose) der Alkohole durch 
diese Theorie ihre Erklarung finden kénnten. 

Ich habe daher iiber die Lislichkeit verschiedener Stoffe 
in den Alkoholen und iiber die Alkoholfallung der EiweiBstoffe 
und anderer Stoffe Versuche angestellt, welche doch nur, in- 
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soweit sie die Alkoholdesinfektion beriihren, in dieser Abhand- 
lung Erwahnung finden sollen. 

Die desinfizierende Wirkung von Athylalkohol ist bekannt- 
lich von auBerordentlich praktischer Bedeutung, weil die meisten 
Chirurgen ihn als unentbehrlich fiir die Handedesinfektion an- 
sehen und weil er tiberhaupt das einzige einigermaBen effektive 
Desinfektionsmittel ist, das nicht — die trocknende Wirkung 
ausgenommen — unangenehme Nebenwirkungen hat (z. B. 
Ekzem, Farbung der Haut, schlechter Geruch, Vergiftung). 

Es war daher eine interessante Aufgabe, in Zusammen- 
hang mit der erwahnten Hydrathypothese eine Erklaérung der 
bekannten héchst merkwiirdigen Desinfektionskurve fiir Athyl- 


alkohol zu suchen. 


Tabelle 1. 
Athylalkohol (Zimmertemperatur). 


————— EEE 





























Beyer | Gregersen Christiansen 
Vol. pais | ee — | siete | Oe ee : inion. 
—- | - | 8 300 30. | 85 
0 | > 6 40 37 40 F 
an 50 5 50 1 
6 | 12 60 1'/p 60 3/4 
70 | 1/3 7 5/4 70 ‘/2 
80 | 22 80 2 80 | W/4 
90 > 60 90 99 90 t/s 
— | — 100 > 7 Tage 100 > 60 





Fig. 1 (mit der zugehérigen Tabelle 1) zeigt diese Kurve, 
wie sie von drei verschiedenen Untersuchern unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen gefunden wurde. Die Kurve B ist von 
Bever gefunden, der mit Staphyloccus pyogenes aureus, auf 
Seidenfaiden eingetrocknet, experimentiert hat; die Kurve G ist 
von J. P. Gregersen, der die Staphylocokken auf béhmische 
Granaten eintrocknete, gefunden worden, und die Kurve C 
reprasentiert meine Versuche, auch mit Staphylocokken, die 


auf Granaten getrocknet wurden. 




















Zur Theorie und Praxis der Alkoholdesinfektion. “ 
FEE 
\ 

\ +- 


r [ 
| rN r 




















{ 
a 
eum 





“me 




















tt 























































































































\ : J. \ Fe) 1g 
y si \ | 
NT LIA 
dt 
g 7 
= 50 60 70 80 90 x 


Fig. 4. ” vol %. Athylalkohol. 

Die Abszisse bedeutet Vol.-°/o Athylalkohol, die Ordinate 
die Desinfektionszeit in Minuten. Der Unterschied zwischen 
diesen Kurven muf Variationen in Widerstandskraft und Menge 
der angewandten Bakterien zugeschrieben werden. Auferdem 
spielen kleine Unterschiede in Temperatur («Zimmertempera- 
tur») eine Rolle und auch der Umstand, daf Teile von Bouillon 
oder Agar zusammen mit den Bakterien eingetrocknet werden 
und diese mehr oder weniger gegen das Desinfektionsmittel 
schiitzen. 

Das Eigentiimliche bei allen drei Kurven ist, daB sie auf 
einer gewissen Strecke oder in einem bestimmten Punkte 
(Beyer) maximales Desinfektionsvermégen zeigen, wahrend der 
Alkohol in héheren oder niedrigeren Konzentrationen nur sehr 
schwach desinfiziert. 

In der auSerordentlich groBen Literatur (besonders chirur- 
gischen) tiber Alkoholdesinfektion — deren Anfang man von 
der Arbeit Fiirbringers 1888 datieren kann — findet man 
keine sicheren Angaben iiber die Theorie dieser Kurve, sondern 
nur Vermutungen. 

F,. Ahlfeldt, der jahrelang die Desinfektion der Hinde 
allein mit Alkohol verteidigt hat, kann z. B. nicht viel iiber 
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die Theorie der Methode sagen. Er schreibt im Jahre 1914, 
daB Alkohol «in der Hauptsache durch Wasserentziehung, viel- 
leicht auch durch eine spezifische Giftwirkung, nicht nur die 
oberflachlich liegenden, sondern auch die Bakterien der tieferen 
Hautschichten abtéten kann». A. Beyer (1911) meint dagegen, 
was unzweifelhaft richtig ist, dafi die alleinige Ursache der 
Desinfektion die <spezifische Giftwirkung» ist, und da diese 
Giftwirkung von der wassersaugenden Wirkung des Alkohols 
bei hohen Konzentrationen derselben teilweise aufgehoben 
werden kann. 

Was die Ursache der «spezifischen Giftwirkung» betrifft, 
findet man in der Literatur nur Vermutungen, die in die Rich- 
tung gehen, dafi diese mit dem eiweififallenden Vermégen der 
Alkohole in Zusammenhang steht. Es ist ja bekannt, daf 
Fallungsvermégen und Desinfektionsvermégen bei den meisten 
Antiseptica parallel gehen. 

Die aus der Literatur gewonnene Anschauung war somit 
die, dafi der erste Teil der Desinfektionskurve von einer Ei- 
weibfaillung im Protoplasma der Bakterien bedingt wurde, 
wahrend die Wasserbindung des Alkohols den letzten Teil der 
Kurve bestimmt. 

Genaue Versuche, die diese Auffassung beweisen sollen, 
sind jedoch nicht zu finden, und die erste Aufgabe war daher zu 
untersuchen, ob Methyl-, Athyl- und Propylalkohol in gleich stark 
eiweibfallenden Konzentrationen auch gleich stark desinfizierten. 
In dieser Absicht wurden die Fallungsgrenzen der drei Alko- 
hole einem bestimmten Eiweifstoffe gegeniiber (dialysiertes, 
globulinfreies Serumalbumin) bei 22° bestimmt. Natriumchlorid 
wurde bei allen Versuchen bis zu der Konzentration 0,9 °/o 
zugesetzt. 

Die dquivalentfallenden Alkoholkonzentrationen blieben 
unter den angegebenen Bedingungen die folgenden: 16 vol.-°/o 
(= 4,3 Mol.-°/0)') Propylalkohol, 24 Vol.-°/o (= 9 Mol.-°/o) Athyl- 
alkohol und 32 Vol.-°/o (= 17,5 Mol.-°/o Methylalkohol). Es 


‘) mol.-°/o = prozentische Anzahl von Alkoholmolekiilen pr. 100 Mole- 


kilen insgesamt. 
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wurde dann bei Desinfektionsversuchen untersucht, ob diese 
Konzentrationen, wie theoretisch zu erwarten war, die Bak- 
terien in gleicher Zeit téteten; dies war aber, wie man aus 
Fig. 3 ersehen kann, gar nicht der Fall: 16°/o Propylalkohol 
titet Bakterien viel schneller als 24°/o Athylalkohol und 32 °/o 
Methylalkohol, obgleich Propylalkohol wegen des gréferen Mole- 
kulargewichts vermutlich langsamer als die anderen Alkohole in 
die Bakterien diffundiert. 

Das eiweibfallende Vermoégen der Alkohole ist unzweifel- 
haft ein wichtiges Moment, es gibt aber, wie diese Versuche 
lehren, nicht eine geniigende Erklarung des ersten Teiles 
der Alkoholkurve. 

Fortgesetzte Studien, namentlich der Arbeiten von Traube 
und Czapek, zeigten, daB es notwendig war, auch die Ober- 
flachenspannung der Alkohole mit in Betracht zu ziehen. 

F. Czapek (1910) hat in groBen Versuchsreihen gezeigt, 
dafi Zellen hédherer Pflanzen von oberflachen-aktiven Stoffen 
in Konzentrationen mit gleichen Oberflichenspannungen (0,68) 
vergiftet werden. Czapek meint, dab jede Zelle eine gewisse 
eigene Oberflachenspannung hat, und daf diese bei der eben 
giftigen Konzentration eines sonst indifferenten oberflichen- 
aktiven Stoffes gemessen werden kann. Diese Untersuchungen 
sind eine Bestatigung der von Traube schon 1904 aufgestellten 
Theorie tiber die groBe Bedeutung der Oberflichenspannung 
fiir viele biologische Prozesse. Ubereinstimmend hiermit sind 
auch die Untersuchungen von Fiihner und Neubauer iiber 
die Hamolyse roter Blutkérperchen und die Versuche von 
Bruno Kisch iiber die Wirkung oberflaichen-aktiver Stoffe 
auf Hefe. 

Wenn Czapeks Theorie richtig ist, hat nach diesen ver- 
schiedenen Versuchsreihen die Oberflachenspannung der Zellen 
hoherer Pflanzen den Wert 0,68, die der Erythrozyten ca. 0,6, 
der Hefezellen 0,5, und nach meinen Untersuchungen ist die 
Oberflachenspannung der Bakterien noch niedriger, namlich 
ca. 0,4. 

Die nachste experimentelle Aufgabe war nun, zu unter- 
suchen, ob Alkohollésungen mit derselben Oberflichenspannung 
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gleich stark desinfizierten. Es war hierfiir nétig, sowohl Ober- 
flachenspannungskurven wie auch genaue Desinfektionskurven 
aller drei Alkohole aufzuzeichnen. Die Oberflaichenspannungs- 
kurven (Fig. 2 und Tab. 2) sind teilweise aus der Literatur ge- 
nommen, namlich aus Untersuchungen von Duclaux, Traube, 
Bruno Kisch und Ramsay und Shields. Diese sind, was 
Propylalkohol anbelangt, durch eigene stalagmometrische 


Untersuchungen erginzt. 


















































Tabelle 2. 

Methylalkohol | Athylalkohol Propylalkohol Acetone 
. | Ober- | | Ober- Ober- Ober- 
P. | 8 /flachen-| Tp. | g |flachen-| TP-| g flachen- Tp. | | flaichen- 
C. | % span- | ¢, | o | spam-| ¢, | % | span-| ¢, | 9%) | span- 

| hung | nung nung nung 

Duclaux J. Traube 
15° | 13/| 0,932 115°! 1,6] 0,830 | 15°] 1,5! 0,807 | 15°} 1,45] 0,888 
— | 37] 0856/ — | 4 | 0,785|— |] 3 | 0,707} — | 29] 0,83 
— | 6,7] 0,777| — | 8 | 0682;}— | 6 | 0,592] — | 58] 0,757 
— |16 | 0,660} — | 162} 0,568 | J. Christiansen| Bruno Kisch 
— |24 | 059 | — | 24,7] 0,490} 15°| 7,5| 0,572 | 17°(|19 | 0,578 
— | 32 | 053 | — | 33,2] 0,440] — | 168] 0,439 | — [22,5 | 0,545 
— | 41,5] 0,488 | — | 42,5] 0,410 | — | 25,7] 0,388 | — |25,2 | 0,525 
— | 47,7| 0,458 | — | 52 | 0,382] — | 35,3| 0,379| — |28 | 0,516 
— | 60,3) 0,425 | — | 62,4] 0,365 | — | 44,7] 0,366 | — |30,5 | 0,490 
— | 71,7} 0,392 | — | 73,5} 0,350 Ramsay and Shields | 
— | 81,7) 0,360 | — | 85,5! 0,338 |16,4%| 100 | 0,326 |17,69|100 | 0,334 
— | 98,8] 0,302 | — |100 | 0,302 
Ramsay and Shields 

20° | 100 | 0,318 | 20° | 100 | 0,312 





















































Um eine Vergleichung zu erméglichen, war es notwendig, 


die Zahlen der verschiedenen Verfasser umzurechnen, sodaf 
alle Konzentrationen in Gewichtsprozent und die Oberflachen- 
spannung in Bruchteilen der Oberflichenspannung des Wassers 


angegeben wurden. 
Man sieht aus den Kurven (Fig. 2), daf alle drei Alkohole 
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schlieBlich, wenn unverdiinnt, ungefahr dieselbe Oberflaichen- 
spannung (ca. 0,3) erreichen. 

Die Kurve des Acetons ist mitgenommen, weil dieser Stoff 
in den letzten Jahren zur Handedesinfektion verwendet wurde 
(E. Haberle). 

Um zuverlafliche Desinfektionskurven zum Vergleich mit 
diesen Oberflaichenspannungskurven zu erreichen, wurden Ver- 
suche gemacht mit Bakterien, eingetrocknet teils auf Granaten, 
teils auf Deckglisern. Es war indessen bei diesen Methoden 
unméglich, Kurven zu bekommen, die fiir die theoretische 
Deutung genau genug waren. Die Desinfektionszeit ist eine 
Funktion von einer ziemlich grofen Anzahl von Faktoren, 
namlich : 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 20 
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1. Spezies des Bakteriums, 

2. der von der vorhergehenden Kultivierung der Bakterien 
abhangigen Resistenz, 

3. Anzahl der Bakterien, 


4. Temperatur. 
Aufer diesen Schwierigkeiten, die so groB sind, da ver- 


gleichende Versuche nicht brauchbar sind, wenn sie nicht an 
demselben Tage, mit derselben Kultur ausgefiihrt wurden, 
kommen fiir eingetrocknete Bakterien noch drei Momente in 
Betracht, namlich: 

5. die Dichte der eingetrockneten Bakterienschicht, 

6. eingetrocknete Agarteilchen, die die Bakterien schiitzen 
k6nnen, 

7. Beschidigung der Bakterien durch bakterizide Stoffe 
in den Granaten oder den Deckglasern (Metalle, Alkalien) oder 
wegen des Eintrocknens allein. 

Um Klarheit iiber die Wichtigkeit dieser letzten Faktoren 
zu gewinnen, wurden Kontrollversuche mit Eintrocknen von 
Staphylocokken auf 

1. Linnenlappen, 

2. Filterpapier, 

3. Deckgliésern 
angestellt, wobei herauskam, daf bei Parallelversuchen, die 
an demselben Tage, mit derselben Menge von Bakterien und 
bei derselben Temperatur angestellt worden waren, doch starke 
Variationen der Kurven sich zeigten, die vom Material der Ein- 
trocknung herriihrten. 

Es wurde daher notwendig, die Versuche mit einge- 
trockneten Bakterien aufzugeben und die entscheidenden Ver- 
suche mit nassen Bakterien anzustellen, wie es unten be- 
schrieben werden soll. Die Kurven der Fig. 3 (mit zugeh6render 
Tab. 3) sind daher, weil sie mit (auf Deckglasern) eingetrockneten 
Bakterien ausgefiihrt sind, nur als grobe Ubersichtskurven zu 
betrachten. Es erhellt aus diesen Kurven, was schon andere 
Untersucher (Buchner, Fuchs und Megele und Wirgin) 
gefunden haben, daf Propylalkohol am starksten desinfiziert, 
und daf keiner der drei Alkohole (nach Wirgin auch nicht 
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Tabelle 3. 
Versuche mit getrockneten Bakterien. 
Methylalkohol | Athylalkohol Propylalkohol 
Vol. |Desinfektions-| Vol.  |Desinfektions: Vol. |Desinfektions- 
°Jo zeit | °f0 zeit Jo zeit 
30 3 Std. 30 3 Std. 10 > 3 Std. 
40) 2 > 40 5 Min. 15 12 Min. 
50 50 Min. | ~ 50 lg > 20 a 
60 1 >» | 60 tl, > 30 Ne > 
70 1/4 > | 70 4 > 50 4 > 
80 1 > 80 Ml, > 70 4 > 
90 15 >» 90 30 >» 90) "4 > 
100 =| 560 > | 100 > 8 Std. 100 =| >60 » 














Butylalkohol und Amylalkohol) in unverdiinntem Zustand ein 
trockenes Objekt desinfizieren kann. 

Desinfektionsversuche mit nassen Bakterien bilden eine 
Methode, die sehr haufig angewendet wurde, aber den Nachteil 
hat, da8 eine geringe Menge des Desinfektionsmittels mit in 
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das Kulturmedium hiniibergetragen wird und hier die Entwick- 
lung der Bakterien hemmt. Dieser Umstand spielt indessen fiir 
die Alkohole keine Rolle, weil diese in so kleinen Konzentra- 
tionen keine hemmenden Wirkungen entfalten. Die schlieBlichen 
Experimente wurden daher in der folgenden Weise angestellt: 

In einer Reihe kleiner steriler Reagenzgliser wurden mit 
steriler Pipette je 2 ccm des Desinfektionsmittels in den ge- 
winschten Konzentrationen abgemessen. In jedes Glas wurden 
drei Osen (auf demselben Platindraht gedreht) einer 24stiindigen 
Bouillonkultur von Staphylococcus pyogenes aureus getaucht 
und mit der Lésung gemischt. Nach bestimmten Desinfektions- 
zeiten wurden drei Osen dieser Mischung in Bouillon hiniiber- 
gebracht. Die kleinen Reagenzgliser waren in einem Zinkstatiy 
angebracht, das wieder in einem Wasserbade mit konstanter 
Temperatur stand. Die angewendete 24 Stunden-Bouillonkultur 
war von einer Agarkultur geimpft, die alle 14 Tage auf neues 
Agar iibergeimpft und bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde. 
In dieser Weise erzielt man nach den Anweisungen von Chick 
und Martin recht konstante Resultate. Nichtsdestoweniger 
kann man nicht sicher sein, immer dieselbe Anzahl der Bak- 
terien in jeder 24stiindigen Bouillonkultur zu haben, und daher 
kénnen nicht sémtliche Resultate der Kurven 4—6 im Verhiltnis 
zueinander ganz richtig sein. Um dies zu erreichen, wire es, 
wie schon erwihnt, notig, simtliche Versuche an einem Tage 
anzustellen. Dies war indessen unmdglich und angesichts der 
speziellen theoretischen Aufgabe auch nicht nétig. Es galt nur 
festzustellen, welche Konzentrationen der drei Alkohole gleich 
stark desinfizierten, und es wurde daher an demselben Tage 
immer mit allen drei Alkoholen (und mit Acetone) zu den- 
selben Versuchszeiten gearbeitet. Hierbei wurde erreicht, dab 
die Kurven ein zuverlaBliches Material zur Beurteilung der Rolle 
der Oberflaichenspannung fiir die Alkoholdesinfektion ausmachen. 
Dagegen sind sie weniger zuverliflich, wenn es gilt, die Ab- 
hiingigkeit zwischen Abtétungszeit und Konzentration fiir den 
einzelnen Alkohol zu beurteilen. 

Die ersten Versuche wurden bei 25° und 15° vorge- 
nommen, und die Resultate sind in der Tabelle 4 und den 
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Fig. 4—5 aufgezeichnet. Die Konzentrationen sind sowohl in 
Gewichtsprozenten wie auch in Vol.-°/o (d. h. Volumen Alkohol 
zu Totalvolumen von Alkohol und Wasser vor Mischung) an- 
gegeben. In den letzten Kolonnen sind fiir jeden Alkohol die 
Oberflachenspannungen der verwendeten Konzentrationen an- 
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gegeben, sodaB man die Oberflachenspannungen der zu derselben 
Zeit desinfizierenden Alkohole direkt vergleichen kann. 

Z. B.: Bei 25° C. sind die Oberflachenspannungen fiir 
die Desinfektionszeit !/2 Mipute die folgenden: 0,45 (Methylalko- 
hol), 0,43 (Athylalkohol), 0,42 (Propylalkohol) und 0,42 (Aceton). 

















Tabelle 4. 
Desin.| Methylalkohol | Athylalkohol |  Propylalkohol Aceton 
Th. | fek- Ober- Ober- Ober- Ober- 





tions-| Vol.} g |flachen-| Vol.} g |flachen-| VOl-| g |flachen-| Vol-| ¢ if 


Achen- 











C. zeit in lo | Yo | SPAN- | o/) | o/ | SpaN- | % | o | Span- | 9 | % | Span- 
Min.| "| " | nung ' | nung ' | nung nung 

25°} 60 35 | 30 0,55 | 23,7 | 20 0,53 | 11 19 0,53 

— | 30 39 | 33 0,52 | 26,7| 22,5) 0,51 | 13 | 10,5) 0,51 
— |} 10 44 | 38,5 0,50 | 28 | 23,5) 0,50 | 15 | 12,5) 0,48 | 39 | 33,5) 0,47 
— 3 50 | 44,2) 0,47 | 32,7/ 27,7; 0,47 | 18 | 15 0,45 | 46 | 40,2) 0,44 
—| ‘hs | 55 | 49 0,45 |41 | 35,5) 0,43 | 22 | 18,5) 0,42 | 55.) 49,2) 0,42 

15°; 60 48 | 42,5) 0,48 | 32,5| 27,5) 0,47 | 14 | 11,5) 0,5 
- 30 54 | 48 0,46 | 36,4 | 31 0,45 | 15 | 12,5) 0,48 | 46 | 40,2) 044 
0,43 





10 | 59/53 | 0,44 141 |35,5) 0,43 | 17/14 | 0,46 | 51 | 45,2 
3 | 68/63 | 0,42 |47,5/42 | 0,41 | 20/|165) 0,44 | 55 | 49,2 
fs | 75 |71 0,39 |51 | 45,5) 0,40 | 25 | 21 0,40 | 60 | 54,2 
Die Variationen sind auch bei den anderen Versuchszeiten von 
derselben GréSenordnung, d. h. sie sind kaum grd8er als die 
moéglichen Versuchsfehler veranlassen k6énnten. 

Es ist bekannt, da8® die Oberflachenspannung einen sehr 
kleinen Temperaturkoeffizienten hat, und es war daher auf- 
fallend, da& die Desinfektion bei 25° viel kraftiger als bei 15° 
war. Man muB sich daher vorstellen, daB andere Momente, 
nimlich wahrscheinlich die Diffusion und die Lipoidléslichkeit 
der Alkohole diesen groBen Temperaturkoeffizienten der Des- 
infektion verursachen. Eine niedrige Oberflaichenspannung ist 
an sich nicht gefahrlich fiir die Zelle, aber sie gibt die Bedin- 
gung fiir die Wirkung der iibrigen deletéren Eigenschaften 
der Alkohole. 

Es war interessant zu untersuchen, wie die Verhalt- 
nisse bei 0° lagen. Vielleicht wire hier eine noch grdBere 
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Ubereinstimmung mit der Oberflachenspannungstheorie zu er- 
mitteln. 

Die Resultate dieser Versuchsreihe (Tab. 5 und Fig. 6) 
waren indessen insoweit enttéuschend, als es selbst bei genauen 
vergleichenden Versuchen nicht mdglich war, ganz konstante 
Resultate zu erlangen. Die Versuche bei 0° C. waren daher 
zur Beurteilung der Bedeutung der Oberflichenspannung nicht 
brauchbar, sie gaben aber ein anderes sehr interessantes und 
unerwartetes Resultat, das gleichzeitig die Unsicherheit der 
Versuche erklarte. Wie Fig. 6 zeigt, wirken nimlich die hohen 
Konzentrationen von Methylalkohol, Athylalkohol und Aceton 
bei 0° nur schwach desinfizierend, sodaf% zwei dieser Kurven 
ganz wie die Desinfektionskurven mit eingetrockneten Bakterien 
(Fig. 3) ausgesprochene Minima haben. Propylalkohol dagegen 
wirkt auch bei 0° kraftig desinfizierend in einer groBen Kon- 
zentrationsbreite (30—100 °/o). 


Dai absoluter Alkohol bei Zimmertemperatur einge- 
trocknete Bakterien nicht t6tet, sondern dagegen feuchte, ist 
eine wohlbekannte Tatsache. Ihre Ursache ist die, da8 der 
Alkohol zwei verschiedene Wirkungen auf das Protoplasma 
austibt: 1. die eigentlich tétende, eiweiffillende, 2. die aus- 
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Tabelle 5. 
Temperatur 0° C. 








Methylalkohol | Athylalkohol Propylalkohol Acetone 
: 

Vol. | Desinfekt.-/ Vol. | Desinfekt.-| Vol. Desinfekt.- Vol. |Desinfekt.- 
lg | zeit | %l9 zeit lo | zeit | %o zeit 








70 | >60 Min,| 60 | 560Min.| 20 | >60Min.| 60 | > 60 Min. 











75 > 60 » 65 | 45-65 >» 25 |20-—60 » 70 | 7-60 » 
80 | 10--20 > 70 4—60 >» 30 "ly 2 80 |10—40 >» 
90 7—20 >» 80 2 > 40 3/4 > 90 15 >» 
95 3-10 >» 90 4 > 50 1/2 » | 100 >60 >» 
100 2-7 » | 100 > 60 >» 60 ‘lg >» 

80 1]g > 

100 1/g > 




















trocknende Wirkung, gegen welche das Bakterium sehr wider- 
standsfahig ist. Getrocknete Bakterien werden daher von kon- 
zentriertem Alkohol nicht getédtet, feuchte werden dagegen bei 
Zimmertemperatur get6tet, weil der konzentrierte Alkohol durch 
das dem Bakterium umgebende Wasser diffundieren mu und 
daher die tétende Konzentration friiher erreicht, als die aus- 
trocknende. Bei 0° verlauft offenbar der tétende Proze8 so 
langsam, sodal} der Alkohol seine austrocknende Konzentration 
erreicht, bevor das Bakterium zerstort ist. 

Dafi Propylalkohol auch bei 0° in jeder Konzentration 
iiber 25°/o feuchte Bakterien tétet, bedeutet nicht, daB er keine 
wassersaugende Wirkung hat — das Gegenteil ist aus Fig. 3 
zu ersehen —, sondern nur dafi die tétende Wirkung auch 
bei 0° so grof ist, daB sie der austrocknenden Wirkung zu- 
vorkommt. 

Die zwei Alkoholwirkungen auf das Eiweifi der Bakterien, 
die fillende und die austrocknende, kénnen auch in Eiweif- 
lésungen demonstriert werden: Wenn man in einer Reihe von 
Reagenzglisern gleichviel salzfreies (dialysiertes) Serumalbumin 
abpipettiert hat und dann mit verschiedenen Konzentrationen 
Alkohol (z. B. 40, 50, 60°/o bis 100°/o) fallt, dann bekommt 
man weife Bodensitze, deren Gréfe mit der Alkoholkonzen- 
tration anwichst. Alle diese Fallungen sind reversibel, d. h. 
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sie werden in Uberschu8 von Wasser wieder geldst. Benutzt 
man dagegen gewohnliches salzhaltiges Serum, dann bekommt 
man fiir die niedrigen Alkoholkonzentrationen irreversible 
Fallungen — somit eine bleibende Denaturierung von Eiweif — 
und nur die héchsten Alkoholkonzentrationen geben reversible 
Fallungen. In der histologischen Technik werden diese zwei 
Alkoholwirkungen auf Eiweifi beziehungsweise Fixierung 
(50—70°/o) und Erharten (80—100°/o) genannt. Fiir Fixierung 
ist Salz notig, namlich das Salz, das im Protoplasma des 
Gewebes oder des Bakteriums zu finden ist. 

Die Grenze zwischen irreversibler und reversibler Fillung 
(oder mit anderen Worten: zwischen Fixierung und Erhiarten) 
liegt bei desto hoheren Alkoholkonzentrationen, je mehr Salz 
vorhanden ist. Es ist leicht, ein Maximum der Denaturierung 
von Eiweif — analog mit dem Desinfektionsmaximum — in 
der folgenden Weise zu demonstrieren: 

Gleiche Mengen Salz-Eiweiflésung werden in sieben Rea- 
genzglaser abpipettiert. Hierzu wird Alkohol und Wasser zu- 
gefiigt, sodaB die Alkoholkonzentrationen 40, 50, 60 bis 100°/o 
ausmachen. Die schlieBlichen Konzentrationen von Eiweif und 
Salz waren in allen Glasern 3°/o Pferdeserum und 0,9°/o Na- 
triumchlorid. Das Reagenzglas mit 40°/o Alkohol zeigt jetzt 
eine Opazitat ohne Bodensatz, wahrend die Bodensatze bei den 
groBeren Alkoholkonzentrationen von 50—100°/o immer gréfer 
werden. Wenn man nun den Inhalt jedes Glases in ein gréBeres 
Glas hiniibergieft und mit 5mal soviel Wasser auffiillt, dann sieht 
man, dai die Bodensatze von den Gliasern mit 90—100°/o Alko- 
hol ganz und der von dem Glase mit 80°/o Alkohol unvollstandig 
geldst wird; die gréfiten bleibenden Bodensiatze riihren von den 
Glasern mit 60 und 70°/o Alkohol her, somit ungefihr dieselben 
Konzentrationen, wo das Desinfektionsmaximum liegt. 

Dieses Maximum von irreversibler Alkohol-Salzfallung 
(Fixierung) von Eiweif verschiebt sich, wie schon erwéhnt, mit 
steigendem Salzgehalt, sodaB ein groBer Salzgehalt einem Maxi- 
mum bei hoher Alkoholkonzentration entspricht, wahrend das 
Maximum bei z. B. 0,03°/o NaCl so niedrig liegt, daB es einer 
Konzentration von 50°/o Alkohol entspricht. 
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Man konnte sich daher die MOglichkeit denken, daB man 
bei Vergleichung der Desinfektionskurven mit Alkohol-Salz- 
fallungen in Reagenzglasern den Salzgehalt verschiedener Bak- 
terien bestimmen k6énnte. Dies scheitert indessen an der 
Schwierigkeit, daB die Salzfillung in wasseriger-alkoholischer 
Losung Hardys Fallungsgesetz folgt, d.h. di- und trivalente 
Kationen fallen viel kraftiger als monovalente. Man mubBte 
daher zuerst iiber die Art der Kationen im Bakterienproto- 
plasma genau orientiert sein. Auferdem haben verschiedene 
Bakterien unzweifelhaft verschiedene Oberflichenspannung. 

Die hier gegebene theoretische Deutung der 
Alkoholdesinfektionskurven kann in der folgenden 
Weise zusammengefabht werden: 

Wenn der Alkohol eine gewisse, .niedrige Oberflachen- 
spannung (ca. 0,4) erreicht hat, dringt er mit grofer Geschwindig- 
keit in die Zelle. Diese Geschwindigkeit ist auch von der 
Temperatur abhangig in der Weise, dafi dieselbe Oberflichen- 
spannung bei hdherer Temperatur eine gréfere Geschwindig- 
keit erlaubt. Die Geschwindigkeit des Eindringens nimmt bei 
steigender Oberflichenspannung ganz auferordentlich ab, und 
hierdurch wird der sehr steile Verlauf des ersten Teils der 
Desinfektionskurve bedingt. In der Zelle tibt der Alkohol eine 
fixierende Wirkung, d. h. in Verbindung mit dem Salz des 
Bakteriums gibt er irreversible Fallungen des Protoplasmas, 
wodurch das Bakterium getétet wird. Hohe Alkoholkonzen- 
trationen bewirken nur ein Austrocknen des Protoplasmas, 
was Bakterien bekanntlich sehr gut ertragen. 

Sporen sind sehr salzarm, ') und ihre grofe Widerstands- 
kraft gegen Alkohole ist vielleicht hierdurch bedingt, weil Salz 
wie erwihnt fiir die Denaturierung des Protoplasmas notwendig 
ist. Eine andere Moglichkeit ist die, daf ihre Oberflachen- 
spannung niedriger als die niedrigste, die Alkohole erreichen 
kénnen (ca. 0,3) sein kénnte, und daB der Alkohol aus dieser 
Ursache nicht imstande war, in die Zelle einzudringen. 

Der Ausgangspunkt dieser Abhandlung war der Versuch, 
eine Stiitze fiir die anfanglich erwahnte Hydrattheorie zu finden. 





‘) W. Kruse, Allgemeine Mikrobiologie 1910, S. 53. 
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Dies ist insoweit nicht gelungen, als die Starke der Wasser- 
bindung der Alkohole aus dem Verlaufe der Desinfektions- 
kurven nicht geschitzt werden kann, weil mehrere verschiedene 
Wirkungen der Alkohole auf das Resultat einen Einfluf aus- 
iiben. Es ist jedoch unzweifelhaft, da simtliche Alkohole 
wasserbindend sind, weil keiner von ihnen in reinem Zustand 
ein trockenes Objekt schnell desinfizieren kann. 

Ist es auch nicht mdglich, bei Desinfektionsversuchen die 
fiir die Wasseransaugung charakteristische Quotientenreihe 
2: 4:8 wiederzufinden, so kann man sie doch bei gewissen 
anderen jetzt zu erwahnenden Versuchen ermitteln. 

Es wurde friiher erwéhnt, daf die Fallungsgrenzen fiir 
Serumalbumin, wenn 0,9°/o NaCl zugegen ist, bei den molekularen 
Konzentrationen: 4,3 Mol.-°/o Propylalkohol, 9 Mol.-°/o Athyl- 
alkohol und 17,5 Mol-°/o Methylalkohol liegen; das Verhiltnis 
zwischen den dquivalent fallenden Konzentrationen ist somit 
hier mit grofer Ann&herung: 2: 4: 8. 

In der Literatur findet man _ entsprechende Ver- 
suche betreffend die hemmende Wirkung der Alkohole Hefe 
gegeniiber. Unten sind Regnards Untersuchungen tiber die 
hemmende Wirkung der Alkohole auf das Fermentierungsver- 
mégen der Hefezellen mit Bruno Kischs Untersuchungen 
iiber die hefet6tende Wirkung der Alkohole zusammengestellt 
worden. 








 Hemmende | Tétende 
' Alkoholkonzen- Ober- Alkoholkonzen- Ober- 
| trationen flachen- trationen flachen- 
Vol. Mol. |spannung| Vol. | Mol. | spannung 
% %o %9 | %g 
Methylalkohol . . 20 10 0,66 45 27 0,5 
Athylalkohol. . . 15 5,2 0,61 28 10,7 0,5 
Propylalkohol . . 10 2,6 0,48 10 2,6 0,48 

















Man sieht, dafi bei der hemmenden Wirkung die Quo- 


tientenreihe 2 : 4: 8 (namlich: 2,6: 5,2: 10) dominiert, wih- 
rend die Oberflichenspannung grofe Variationen zeigt; die 
totende Wirkung hangt dagegen allein von der Oberflachen- 
Spannung ab, und die Traubesche Quotientenreihe (1:3: 9) 
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ist daher fiir das Verhaltnis zwischen den molekularen Kon- 
zentrationen mafgebend. 

Analoge Verhiltnisse findet man bei den Bakterien. 
Meine Untersuchungen beweisen, daB die Oberflachenspannung 
der wichtigste Faktor fiir die Desinfektion ist. Was die Hem- 
mung der Entwicklung in Bouillon betrifft, hat dagegen Wirgin 
die folgenden aquivalent hemmenden Konzentrationen gefunden: 
0,5 n-Propylalkohol, 1,3 n-Athylalkohol und 2,5 n-Methylal- 
kohol, somit wenigstens eine nahere Ubereinstimmung mit der 
Quotientenreihe 2:4:8 als mit Traubes Quotientenreihe. 

AuBer der theoretischen Bedeutung der beschriebenen 
Desinfektionsversuche haben sie auch ein bedeutendes prak- 
tisches Interesse. 

Propylalkohol ist némlich eine Substanz, die wahrschein- 
lich in der praktischen Heilkunde sehr brauchbar sein k6énnte. 
Er desinfiziert wenigstens viermal so gut wie Athylalkohol 
(s. Fig. 6) und in einer sehr grofen Konzentrationsbreite. Er 
hat in denselben Konzentrationen wie Athylalkohol eine niedri- 
gere Oberflachenspannung und — was spezielle Untersuchungen 
gelehrt haben — ein grédferes lésendes Vermdogen fir Fett 
und Lipoide als dieser, und diese beiden Eigenschaften bedingen, 
daf der Alkohol in die Poren der Haut hineindringen kann. 

Wenn man einen Tropfen Propylalkohol auf die Haut 
bringt, breitet er sich schnell aus in einer diinnen Schicht und 
dringt in alle Unebenheiten hinein, wogegen ein Tropfen eines 
wisserigen Desinfektionsmittels (z. B. Sublimatwasser) auf der 
Haut rollt, ohne eigentlich diese griindlich zu nassen. Weiter 
ist Propylalkohol ungiftig oder kann héchstens bei Resorption 
von gréferen Wundflachen einen leichten Rausch geben; er hat 
einen angenehmen Geruch und Konsistenz und ist nicht viel 
fliichtiger als Wasser (Siedepunkt 97°). © 

Er kann somit im Gegensatz zu Athylalkohol, der schnell 
verdampft, in stark desinfizierende und — wie klinische Er- 
fahrungen gelehrt haben — fiir die Haut ganz unschadliche 
Umschliige verwendet werden. Weil er — infolge der friiher 
erwahnten Hydrattheorie — erst in Konzentrationen hoher als 
35°/o (dem Hydrate 1 Mol. Propylalkohol + 8 Mol. Wasser 
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entsprechend) beginnt wassersaugend zu wirken, kann man bei 
Behandlung mit Konzentrationen zwischen 20 und 35°/o eine 
sehr stark desinfizierende Wirkung ohne Austrocknen auf der 
Haut erreichen, was mit Athylalkohol nicht gelingt, weil dieser 
Alkohol erst in schon stark wassersaugenden Konzentrationen 
desinfiziert (das Hydrat: 1 Mol. Athylalkohol 4- 4 Mol. Wasser 
entspricht 45 Vol.-°/o Athylalkohol). 

Es war daher geboten, praktische Versuche mit Propyl- 
alkohol auszufihren, teils chirurgischer, teils dermatologischer 
Art. Es war schwierig, groBere Mengen von Propylalkohol fiir 
die chirurgische Praxis zu verschaffen, und ich begniigte mich 
daher vorliufig damit, bei Versuchen auf der dermatologischen 
Abteilung auf dem Reichshospital in Kopenhagen zu konsta- 
tieren, inwieweit der Stoff unangenehme Nebenwirkungen hitte, 
und ob er therapeutisch gegen infektidse Hautkrankheiten ver- 
wendbar wire. Dem Vorsteher dieser Abteilung, Professor 
C. Rasch, bin ich vielen Dank schuldig fiir sein freundliches 
Interesse fiir diese Aufgabe. Die Resultate sind sehr giinstig 
gewesen und sollen in einer spiteren Abhandlung veroffentlicht 
werden. 

Es liegt nahe zu fragen, warum nicht einer der noch 
hoheren Alkohole (Butylalkohol oder Amylalkohol) fiir Haut- 
desinfektion verwendbar war. Da8 Propylalkohol die gréfte 
Desinfektionskraft simtlicher Alkohole (wie auch von G. Wirgin 
gefunden) hat, beruht darauf, daB er der letzte in der Reihe 
der vollkommen léslichen Alkohole ist. Butylalkohol und Amyl- 
alkohol sind ziemlich schwer léslich in Wasser, und selbst 
wenn sie léslich waren, ware bei ihrer Anwendung nicht viel 
gewonnen, weil sie keine niedrigere absolute Oberflaichen- 
spannung erreichen k6énnen als Propylalkohol, sondern nur in 
groBerer Verdiinnung dieselbe Oberflachenspannung erreichen. 
Weiter steigt die Giftigkeit der Alkohole sehr stark mit 
steigendem Molekulargewicht, sodaB bei Behandlung ausgedehnter 
Wundflaichen z. B. mit Amylalkohol Vergiftung bei Resorption 
eintreten kénnte. 

Wenn eine niedrige Oberflichenspannung und grofes 
Mischungsvermégen mit Wasser und Lipoiden als wesentliche 
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Momente fiir Hautdesinfektion akzeptiert werden kénnen, dann 
ist ohne Zweifel Propylalkohol das zurzeit beste Desinficiens 
fir die Haut. Aceton ist, wie die Kurven zeigen, nicht 
empfehlenswert, und andere, chemisch indifferente, stark ober- 
flachenaktive und vollstandig wasserlésliche Substanzen kennt 
man nicht. 

Es ist sehr merkwiirdig, daB Propylalkohol nicht friiher 
als Hautdesinfektionsmittel Verwendung gefunden hat, obgleich 
sowohl Methylalkohol wie auch Aceton -— die beide bedeutend 
schlechter als Athylalkohol desinfizieren — versucht worden 
sind. 

Die einzige praktische Verwendung, die Propylalkohol 
gefunden hat, war zur Schwamme-Desinfektion (E. Saul). 
Kochen mit 30°/oigem Propylalkohol zerstért némlich mit Sicher- 
heit alle Sporen. 

In der Literatur sind auBer Sauls Abhandlung nur zwei 
Arbeiten iiber Propylalkoholdesinfektion zu finden, némlich 
eine Arbeit von 1901 von Buchner, Fuchs und Megele und 
eine von 1904 von G. Wirgin. Alle diese Verfasser ziehen 
aus ihren Versuchen den SchluB, daf&X die Alkohole ziemlich 
schwache Desinficientia sind. Buchner schreibt in einer Er- 
wihnung von den Experimenten von Buchner, Fuchs und 
Megele: «Im ganzen ist die desinfizierende Wirkung der Al- 
kohole jedenfalls eine ungemein geringe», obgleich er hervor- 
hebt, dai Propylalkohol mehr als doppelt so gut wie Methyl- 
alkohol und Athylalkohol desinfiziert. 

G. Wirgin schreibt: «die Alkohole leisten alle mehr als 
die 1°/oige Carbolséiure und néhern sich in ihren Wirkungen 
der 3°/oigen Carbolséiure». Dies kann ja niemanden dazu 
verfiihren, den viel teureren Propylalkohol in die medizinische 
Therapie einzufiihren. 

In den Tabellen der erwahnten Verfasser sucht man ver- 
gebens einen Grund fiir ihre Geringschatzung des Propylalkohols. 
Die vergleichenden Versuche mit Carbolsdure, die mit Wirgins 
Schlufsatz iibereinstimmen, beziehen sich auf Sporen. Ver- 
suche mit Sporen erlauben aber keine generellen SchluBfolge- 
rungen. Es geschah wegen einer analogen Generalisierung, 
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gezogen aus Kochs Experimenten mit Milzbrandsporen, da8 
Athylalkohol viele Jahre hindurch als nichtdesinfizierend ange- 
sehen wurde. 

Es ist bekannt, da die Handedesinfektion in der chirur- 
gischen Praxis nur beabsichtigt, die vegetativen Formen zu 
téten, weil die wichtigsten pathogenen Sporen iiberhaupt in 
kurzer Zeit bei Zimmertemperatur nicht angegriffen werden, 
selbst von den «stirksten» Desinfektionsmitteln (Jod,!) Subli- 
mat usw.). Es spielt somit gar keine praktische Rolle fiir die 
Verwendung der Alkohole zur Hautdesinfektion, daB ihre Wir- 
kung auf Sporen minimal ist. 

AuBerdem ist es garnicht notwendig, dafi die Desinficientia 
sich in derselben Reihe nach ihrer Starke ordnen vegetativen 
Formen sowie Sporen gegeniiber. 

Es ist iberhaupt eine sehr schwierige Sache, Desinfektions- 
mittel zu standardisieren, und man muf, um ein gerechtes 
Urteil fallen zu kOnnen, genau prazisieren, was man zu desin- 
fizieren wiinscht. 

Ich werde im folgenden versuchen, den Propylalkohol 
auf seinen rechten Platz zwischen den zahlreichen anderen 
Desinfektionsmitteln zu stellen. 

Dreierlei Arten der Desinfektion, die sowohl Nachteile 
wie Vorteile des Propylalkohols zeigen kénnen, sollen Erwah- 
nung finden. 


I. Desinfektion gréSerer Massen (Fakalien usw.). 


Zu diesem Zweck ist Propylalkohol yarnicht geeignet, 
weil er, wenn mehr als fiinfmal verdiinnt, jede Spur von seiner 
Desinfektionskraft verliert. Es ist hier notwendig, ein Mittel 
zu verwenden, das auch bei sehr grofer Verdiinnnng wirksam 
ist (z. B. Chlorkalk). 

Dies Verhalten ist eben die Ursache davon, daf die 
Alkohole gewoéhnlich als schwache Antiseptica betrachtet wer- 
den, und es wird daher zweckmafig sein, an dieser Stelle ein 





‘) Jod tétet nach noch nicht verdéffentlichten Experimenten von 
Dr. med. J. Seedorf erst nach ‘/2 bis 1 Stunde Einwirkung feuchter 
Lésung Tetanussporen. 
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praktisches Maf zur Vergleichung zwischen verschiedenen 
Desinfektionsmitteln einzufiihren. Man muB natiirlich verlangen, 
daB ein starkes Desinficiens imstande sein soll, Bakterien 
sehr schnell zu téten, und die folgende Definition des Standard- 
Wertes eines Desinfektionsmittels wurde daher gewihlt, nim- 
lich: Die Konzentration eines Antisepticums, die eben imstande 
ist, drei Osen einer frischen 24-stiindigen Bouillonkultur von 
Staphylococcus pyogenes aureus in 2 ccm des Desinfektions- 
mittels im Laufe von einer Minute bei 20° C. zu téten. 

In speziellen Versuchsreihen wurde dieser Standard-Wert 
annaherungsweise fiir die folgenden Desinfektionsmittel be- 
stimmt: 

0,005 °/o Jod-Jodkalium 
0,1°/o Silbernitrat 
0,1°/o Chlorkalk 
0,1°/o Sublimat 
0,2°/o Kaliumpermanganat 
0,5°/o Chromsaure 
0,7°/o Phenosalyl 
1,5°/o Carbolséure 
2°/o Wasserstoffsuperoxyd 
3°/o Protargol 
6°/o Formaldehyd 
7 °/o Resorcin 
25°/o Propylalkohol 
30°/o Zinkchlorid 
50°/o Athylalkohol 
60 °/o Aceton 
70°/o Methylalkohol. 

Der oben angegebene Standardwert fiir Sublimat (0,1°/o) ist 
wahrscheinlich zu niedrig, weil keine Neutralisation mit Schwefel- 
wasserstoff oder Schwefelammonium vorgenommen wurde. 

Die folgenden schwachen Desinfektionsmittel waren 
nicht imstande, die Staphylocokken so schnell zu téten, naém- 
lich 2!/2°/o Borséure, 2°/o basisches Bleiacetat, 8°/o Aluminium- 
acetat, gesittigte Lésungen von Salicylsiure und Thymol, 
3,3°/o chlorsaures Kali, 20°/o Argyrol. 
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Es ist leicht zu verstehen, daf die Alkohole, die nur in 
hohen Konzentrationen brauchbar sind, gewohnlich als zwischen 
den starken und den schwachen Desinfektionsmitteln stehend 
betrachtet werden; diese Anschauung ist vielleicht in formeller 
Hinsicht eine korrekte, praktisch gesehen ist es aber eine sehr 
schlechte und irrefiihrende Klassifikation, weil die penetrie- 
rende Kraft des Desinfektionsmittels gar nicht beriicksichtigt ist. 

Wenn man eine korrekte Abschatzung dieser letzten Eigen- 
schaft machen will, ist es natiirlich geboten, nur die Standard- 
Werte der Desinfektionsmittel zu vergleichen. Es ist ja z. B. 
nicht so merkwiirdig, da 2°/o Silbernitrat, dessen Konzen- 
tration 20 mal gréfer ist als sein Standard-Wert (0,1°/o), besser 
in die Tiefe dringt als 2°/o Carbolséure (Standard Wert 1,5°/o). 
Wenn man dagegen in dieser Beziehung aquivalente Konzen- 
trationen von Silbernitrat und Carbolsaure (d. h. 0,1°/o Silber- 
nitrat und 1,5°/o Carbolséure) vergleicht, sieht man (Tab. 6), 
da8 Carbolséure — wie auch Resorcin — viel penetrierender 
als Metallsalze sind. 

Die folgenden Tabellen 6 und 7, die Desinfektionsver- 
suche auf Haut enthalten, zeigen, daB Jod, Metallsalze, Chlor, 
Wasserstoffsuperoxyd usw. nur schwach penetrierend sind, 
wenn sie nicht in Konzentrationen vielmal gréBer als ihre 
Standard-Werte verwendet werden, und dann wird das Desin- 
fektionsmittel zugleich ein Irritationsmittel (z. B.: 5°/o Jod ist 
1000 mal starker als sein Standard-Wert!). 

Die Alkohole dagegen zeichnen sich aus dadurch, daB sie 
das Vermégen haben, in die diinne Fettschicht, die immer die 
Haut bekleidet und die Bakterien einschlie&t, einzudringen. Ihr 
penetrierendes Vermdgen geht im Gegensatze zu allen wisse- 
rigen Desinfektionsmitteln mit ihrem bakteriziden Vermégen 
parallel: z. B. 50°/o Propylalkohol (2mal sein Standard-Wert) 
ist, wie die Tabelle 6 zeigt, ein besseres Desinfektionsmittel fiir 
die Haut als 2°/o Silbernitrat (20mal sein Standard-Wert). 


Il. Desinfektion der Haut. 


Nur sehr wenige Desinfektionsmittel eignen sich fiir diesen 
Zweck. Carbolsaure, Sublimat, Silbernitrat, Jod haben alle ihre 
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wohlbekannten Nachteile. Das einzige — dank den Unter- 
suchungen von Fiirbringer und Ahlfeld — allgemein aner- 
kannte Desinfektionsmittel fiir Hinde ist Athylalkohol, aber die 
Chirurgen sind nicht einig, welche Konzentration von Alkoho! 
die zweckmaBigste ist. Diese Uneinigkeit ist nicht merkwiirdig, 
weil eine jede der in Rede kommenden Konzentrationen ihre 
Vorteile und Nachteile hat. 

Einige Chirurgen beniitzen in Ubereinstimmung mit wissen- 
schaftlichen Resultaten 70°/oigen Alkohol, wobei sie doch 
riskieren, daB eine kleine zufallige Verdiinnung die Wirkung 
bedeutend herabsetzt. 

Andere Chirurgen beniitzen nach dem Beispiel Ahlfelds 
96°/oigen Alkohol, aber Ahlfeld selbst gibt zu, daB die Hinde 
bei haufigem Gebrauch rauh werden und dann natiirlich wieder 
schwieriger zu desinfizieren sind. 

SchlieBlich beniitzen viele Chirurgen 50°/oigen Alkohol, 
wahrscheinlich um die hirtende Wirkung der héheren Konzentra- 
tionen zu vermeiden. Weil diese Alkoholkonzentration nicht 
sicher desinfiziert, ist es ndtig, auBerdem ein anderes Desin- 
fektionsmittel zu beniitzen (z. B. Sublimat, das schon 1888 von 
Fiirbringer vorgeschlagen wurde). 

Es ist klar, da8 Propylalkohol, der eine viel gr6éBere 
Desinfektionskraft und -breite als Athylalkohol besitzt, dem 
Athylalkohol als Hiandedesinfektionsmittel vorgezogen werden 
muS. Nur d6konomische Griinde kénnen den Vorzug von Athyl- 


alkohol veranlassen. 


Die direkten Experimente auf Haut habe ich auf kleine 
Stiickchen von Rattenschwénzen vorgenommen. Diese sind 
immer im héchsten Grade schmutzig und mit Bakterien tiber- 
fiillt und konstituieren daher — im Gegensatz zu Menschen- 
haut — ein recht gleichférmiges Versuchsobjekt. 

Diese kleinen Stiickchen (!/4—1/2 em) von Rattenschwanzen 
wurden frisch abgeschoren in das Desinfektionsmittel bei Zimmer- 
temperatur (ca. 22°) gebracht; nach bestimmten Zeiten wurden 
sie aufgenommen und nach Abspiilung in Bouillon in geschmol- 
zenes Agar oder Gelatine gebracht. Nachdem diese Glaser je 
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5 mal auf- und abgewendet worden waren, gof man den Inhalt 
in Petrischalen, die beziehungsweise bei 37 und 22° kultiviert 
wurden. Die auf Agar aufgegangenen Kolonien wurden nach 
24, auf Gelatine nach 48 Stunden gezihlt. Die Resultate sind 
in der Tabelle 6 aufgezeichnet. 

Weil keine Neutralisation des Desinfektionsmittels vorge- 
nommen wurde, sind die Resultate bei einigen der Substanzen 
von der Hemmung mitgebrachter Spuren des Desinfektions- 
mittels beeinflubt. Die unregelmaBigen Resultate der Desinfektion 
mit den starken Jodlésungen in der Tabelle 6 und 7 und das 
relativ zu gute Resultat der Desinfektion mit 0,2°/o Sublimat 
in der Tabelle 6 sind auf diese Fehlerquelle zuriickzufiihren. 





























Tabelle 6. 
— scene] 
Anzahl der Kolonien 

Desinfektionsmittel Minuten|”  —————i~—s ) . 

Agar Gelatine 
25°%/o Propylalkohol 1 > 50 000 | > 50000 ~ 
25 %/o > 5 14 160 — 
25 %/o ’ 10 1 20 — 

35 %/o > 1 230 -- 135 

35 °/o > 5 1 a 14 
50 %o > 1 40) 50 — 
50 °/o > 2 6 200 = 

50 °/o > 5 -- — 72 
50 °/o > 10 2 — _ 
50 °/o > 30 5 oe _ 
50 °/o > 60 3 2 _ 

70% > 1 400 1 000 7 000 

70 °/o > 5 90 90 7 

100 °/o > 1 600 700 _ 
25°%o Athylalkohol 60 10 000 14.000 —_ 
35 °/o > 1 > 50000 | > 50000 — 

35 °/o > 5 6 000 a 10 000 
50 °/o > 1 > 50000 | > 50000 — 
50 °®/o > 2 1 600 1 800 — 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 
ee——————————————————————————————— 


Anzahl der Kolonien 











Desinfektionsmittel Minuten nel 
Agar Gelatine 
70°%o Athylalkohol 1 400 5 — 
100 °/o » 1 600 2 200 _ 
0,02 °/o Jod in 30°/o Alkohol 1 > 50000 | > 50000 o- 
0,02°%o » » 30% >» 5 > 50.000 _ o 
1 % » » 60% >» 1 10 000 600 1 200 
5 % » » 93%o » 1 0 920 850 
1°/o Menthol in 70°/o Alkoh, 1 325 270 — 
0,067 °/o Jod-Jodkalium 5 | > 50000 os > 50000 
0,67 °/o > 1 150 10 000 18 000 
2°/o Carbolsiure 1 12 000 30 000 o 
2%/o > 5 1 100 — 2 000 
4g » 1 33 530 a 
0,1 °%/o nitrat. argent. 1 1200 13 000 — 
0,3% >» . 1 1400 1 600 — 
1°%o » > 1 600 350 —_ 
2% » > 1 70 76 ~— 
0,1°/o Sublimat 1 > 50000 | > 50000 _ 
0,1°/o > 5 12 000 — 1 600 
0,1 °/o y 10 20 — 200 
0,2 °/o . 1 180 160 400 
2°%o Chlorkalk 1 15 000 1 100 2 000 
2 Jo > 5 30 — 1 400 
2 °/o > 60 4 3 — 
2°%o acetat. alum. 60 1 400 800 —- 
8% =» > 60 500 400 _— 
2°/o basisches Bleiacetat 60 | > 50000 | > 50000 _ 
2,5°/o acid. boric. 60 > 50000 | > 50000 _ 
Dakins Lésung 1 13 000 oo > 50000 
> . 5 900 10 000 
> > 20 220 -- 500 
1 °/o Formaldehyd 1 5 000 — 3 000 
1 Jo > 5 500 a 2 000 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 


























Anzahl der Kolonien 
Desinfektionsmittel Minuten _ 
Agar Gelatine 
2 °/o Formaldehyd 1 10 000 “= 3 000 
2 %Jo > 5 185 -- 100 
4 %o . 1 500 -- 1 000 
4% > 5 200 a= 0 
40 °/o > 1 140 = 160 
40 °/o > 5 16 — 0 
1°/o Phenosalyl 1 20 000 40 000 -- 
1 %o > 5 3 600 6 000 — 
33,3 °/o Chromsdure 1 500 1 000 — 
3°/o H,O, 5 3 000 4 000 — 
10°/o H,O, 1 4 000 — 12 000 
10°/o H,O, 5 25 — 150 
30 °/o H,O, 1 3 5 — 
30 °/o H,O, 5 0 0 _ 
5% Resorcin 1 7 000 8 000 _ 
5 Vo > 5 4 000 3 000 
10 %/o > 1 400 — 3000 
10 °/o > 5 130 “= 1000 
20 °/o > 1 80 1 300 _— 
20 °/o . 5 6 70 








Nichtsdestoweniger zeigt die Tabelle, daB 50°/o Propylalkohol 
die Haut besser desinfiziert als 4°j9 Carbolséure, 2°/o Silber- 
nitrat und 0,2°/o Sublimat. 

Man koénnte gegen die Versuchsanordnung einwenden, 
daB eine Menge von Bakterien im Schwinzchen zuriickbleibt 
und sich der Zahlung entzieht, aber dieser Umstand spielt kaum 
eine beachtenswerte Rolle. Die Kolonien sind in der Nahe des 
Schwanzstiickchens gewohnlich nicht zahlreicher als an anderen 
Stellen auf der Platte. Der warme Agar oder Gelatine (37°) 
scheint die diinne Fettschicht zu lésen und die eingeschlossenen 
Bakterien gleichmaBig iiber die ganze Platte auszubreiten. 
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Um dieses Verhalten né&her zu beleuchten, wurde der 
folgende Versuch gemacht: Ein Stiickchen Rattenschwanz wurde 
in 27 Gelatineglasern nach einander gewaschen, und von diesen 
wurden Platten gemacht. Es zeigte sich bei der Zahlung nach 
48 Stunden, daf’ ungefahr die Halfte (ca. 50000) der gesamten 
Anzahl von Bakterien auf der ersten Platte zu finden war. Die 
Anzahl verminderte sich auf den folgenden Platten sehr schnell, 
und die letzte Platte mit dem Schwanzstiickchen war ganz steril. 

In einer anderen Versuchsreihe wurden die Schwanz- 
stiickchen nach Desinfektion mit Propylalkohol in Bouillon an 
Stelle von Agar gelegt. Nach einer Behandlung von einigen 
Stunden mit 25—70°/o Propylalkohol wurde in ungefahr einem 
Drittel der Falle eine vollig klare Bouillon gefunden, nur mit 
einer Schicht von Bacillus subtilis bedeckt. Heubacillen sind 
namlich immer, wenn auch in geringer Zahl, auf Ratten- 
schwanzen zu finden, und sie sind natiirlich wegen der Sporen 
nicht auszurotten. Beim Verimpfen auf Agar von diesen Fallen 
mit klarem Bouillon und einer Subtilisschicht war es nicht 
moglich, andere Bakterien zu entdecken. Wenn man in Betracht 
zieht, daB ein einziges tiberlebendes Bakterium imstande wire, 
die Bouillon zu triiben, mu8 dieses Resultat als ein sehr schénes 
betrachtet werden, namentlich weil es mit einem ganz unschad- 
lichen Desinfektionsmittel erreicht worden ist. 

Es ist wahrscheinlich, daf frische Menschenhaut — die 
Partie um die Nigel ausgenommen — noch leichter als Ratten- 
haut durch Propylalkohol zu sterilisieren ist. Scholtz und 
Raab haben — in Ubereinstimmung mit Sabourauds An- 
schauungen — bei Untersuchung gesunder Haut des mensch- 
lichen Unterarmes nur sehr wenige und oberflichlich liegende 
Bakterien gefunden (5 bis 15 pro qem). Eine Untersuchung 
extrahierter Haare meines eigenen Unterarms bestatigte dies 


in vollem MaBe. 


Ill. Desinfektion der Wunde. 
Dakin hat neulich eine Menge der gebrauchlichen Des- 
infektionsmittel einer Kritik unterworfen und fand, daf keines 
von ihnen zugleich unschidlich und stark wirksam war. 











Zur Theorie und Praxis der Alkoholdesinfektion. 303 


Das von ihm vorgeschlagene Desinfektionsmittel, eine mit 
Borsaure neutralisierte Lésung von Natriumhypochlorit, hat 
sich dagegen als ein sehr starkes und nicht irritierendes Des- 
infektionsmittel bewahrt. Sie hat dagegen, wie die Tabellen 6 
und 7 zeigen, kein grdBeres Penetrationsvermégen als die 
iibrigen wasserigen Desinfektionsmittel. Dakin erwihnt nicht 
Athylalkohol, vielleicht weil er ihn als ein schwaches und 
irritierendes Desinficiens fiir Wunden betrachtet. Man muf 
indessen bedenken, daf& Athylalkohol von einer Reihe von 
Chirurgen (Salzwedel, Pfuhl, Wohl) auch fiir Wundbehand- 
lung gebraucht worden ist und oft mit ausgezeichneten Resul- 
taten, wodurch eine Stiitze fiir den Gedanken einer Verwendung 
von Propylalkohol in derselben Weise gegeben ist. 

Die Schwierigkeiten einer Wunddesinfektion sind sehr 
grof. Erstens kénnen die in den Gewebezellen eingeschlossenen 
Bakterien kaum erreicht werden, zweitens wirkt Blut und 
Materie hemmend und verdiinnend auf das Desinfektionsmittel. 


























Tabelle 7. 
=z EE 
Anzahl der Kolonien 
Desinfektionsmittel Minuten 
Agar Gelatine 
50 °o Propylalkohol 5 850 1 200 — 
50 °/o > 15 180 200 — 
70 °/o > 5 20 82 175 
100 °/o > 5 250 220 950 
50°o Athylalkohol 5 10 000 --- > 50.000 
70 °/o > i) 3 000 4 000 — 
100 °/o > 5) 4 000 9 000 — 
5°/o Jod in 93°/o Alkohol 5 25 500 5 000 
0,67 °/o Jod-Jodkalium 5 45 1 400 3 000 
4°/o Carbolsadure 5 50 000 30 000 -— 
2%  nitrat. argent. 4 24 000 10 000 — 
2°o > > 8 5 000 3 000 _- 
0,1° Sublimat 5 6 000 20 000 1 400 
2° Chlorkalk 5 | 15000 6 000 — 
Dakins Lésung r | 2 000 4.000 — 
> > 15 | 1 600 | 3 000 — 
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Die Versuche der Tabelle 7 wurden, um diese letzten 
Schwierigkeiten einigermaBen nachzuahmen, in der Weise an- 
gestellt, daB kleine Rattenschwanzstiicke in je 2 ccm von 
Pferdeserum angebracht und darauf 2 ccm der in der ersten 
vertikalen Reihe der Tabelle 7 aufgezeichneten Desinfektions- 
mittel zugesetzt wurden. Nach bestimmten Zeiten wurden die 
Stiickchen aufgenommen und Platten gegossen. 

Es erhellt aus diesen Versuchen (Tabelle 7), daB 
Propylalkohol allen den anderen untersuchten Desin- 
fektionsmitteln unter diesen sehr schwierigen Be- 
dingungen iiberlegen ist. 

Es wird daher rationell sein, dieses neue Desinfektions- 
mittel zur Desinfektion von Wunden zu versuchen, obgleich 
die Behandlung natiirlich nicht ohne Schmerzen ist. 

Der zu sidmtlichen Versuchen benutzte Propylalkohol 
war der normale Garungspropylalkohol, fiir die Reagenzglas- 
versuche Kahlbaums reiner, fiir die Patientenbehandlung sein 
technischer Propylalkohol (Preis per Kilo vor dem Kriege 
4,50 Mk.). 

__Isopropylalkohol ist kaum zu empfehlen; sein Siedepunkt 
ist relativ niedrig (83°), und es ist nicht unwahrscheinlich, daB 
er (wie Aceton) die Haut bei langerem Gebrauch irritiert. 


Es ist notwendig, vor schlechten Praparaten zu warnen. 
Ein gutes Praparat muB8 vollstaéndig mit Wasser mischbar sein 
und wenn man dreimal soviel Wasser zusetzt, soll die Ober- 
flichenspannung ca. 0,4 werden (d. h. wenn der benutzte Sta- 
lagmometer 100 Tropfen Wasser gibt, soll 25°/o Propylalkohol 
240 Tropfen bei 15° geben). 

Aldehyd darf nicht oder nur in Spuren zugegen sein. Bei 
Bestellung technischer Préparate mu8 man ausdriicklich darauf 
aufmerksam machen, daf diese Beimengung unerwiinscht ist. 


Résumé: 


I. Eine theoretische Deutung der Alkoholdesinfektions- 
kurven als abhingig von Oberflaéchenspannung, EKiweiBfallung und 
Hydratation der Alkohole wird gegeben. 
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I]. n-Propylalkohol wird als dermatologisches und chirur- 
gisches Desinfektionsmittel vorgeschlagen. 





SchlieBlich wiinsche ich Herrn Professor C.J. Salomonsen 
fiir sein lebhaftes Interesse an meiner Arbeit meinen herzlichen 
Dank auszusprechen, ebenso Dr. med. Vilh. Jensen fir viele 
gute Ratschlage und Frau J. Levison fiir technische Hilfe. 
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